Study of properties and effect of some natural antimicrobial substances by Horňáková, Nikola
VYSOKÉ UČENÍ TECHNICKÉ V BRNĚ
BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY
FAKULTA CHEMICKÁ
FACULTY OF CHEMISTRY
ÚSTAV CHEMIE POTRAVIN A BIOTECHNOLOGIÍ
INSTITUTE OF FOOD SCIENCE AND BIOTECHNOLOGY
STUDIUM VLASTNOSTÍ A ÚČINKU PŘÍRODNÍCH
ANTIMIKROBIÁLNÍCH LÁTEK
STUDY OF PROPERTIES AND EFFECT OF SOME NATURAL ANTIMICROBIAL SUBSTANCES
BAKALÁŘSKÁ PRÁCE
BACHELOR'S THESIS
AUTOR PRÁCE
AUTHOR
Nikola Horňáková
VEDOUCÍ PRÁCE
SUPERVISOR
prof. RNDr. Ivana Márová, CSc.
BRNO 2016
Vysoké učení technické v Brně
Fakulta chemická
Purkyňova 464/118, 61200 Brno
Zadání bakalářské práce
Číslo bakalářské práce: FCH-BAK1014/2015 Akademický rok: 2015/2016
Ústav: Ústav chemie potravin a biotechnologií
Student(ka): Nikola Horňáková
Studijní program: Chemie a technologie potravin (B2901) 
Studijní obor: Potravinářská chemie (2901R021) 
Vedoucí práce prof. RNDr. Ivana Márová, CSc.
Konzultanti: Ing. Petra Matoušková, Ph.D.
Název bakalářské práce:
Studium vlastností a účinku přírodních antimikrobiálních látek
Zadání bakalářské práce:
V rámci práce budou řešeny následující dílčí cíle:
- literární rešerše zaměřená na přehled přírodních antimikrobiálních látek zejména rostlinného původu a
jejich účinky na mikroorganismy
- optimalizace metod stanovení obsahu antimikrobiálních látek a testů antimikrobiálního účinku
- testování a vyhodncení antimikrobiálního účinku vybraných přírodních extraktů.
Termín odevzdání bakalářské práce: 20.5.2016
Bakalářská práce se odevzdává v děkanem stanoveném počtu exemplářů na sekretariát ústavu a v
elektronické formě vedoucímu bakalářské práce. Toto zadání je přílohou bakalářské práce.
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Nikola Horňáková prof. RNDr. Ivana Márová, CSc. prof. RNDr. Ivana Márová, CSc.
Student(ka) Vedoucí práce Ředitel ústavu
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
V Brně, dne 31.1.2016 prof. Ing. Martin Weiter, Ph.D.
Děkan fakulty
3 
 
ABSTRAKT 
 
Táto bakalárska práca sa zaoberá témou prírodných antimikrobiálnych látok rastlinného pôvodu, ich 
charakteristikou, účinkom voči mikroorganizmom, optimalizáciou antimikrobiálnych testov 
a zvýšením účinnosti obsiahnutých aktívnych látok. Teoretická časť popisuje použité rastlinné druhy, 
ich významné vlastnosti, ďalej spektrofotometrické metódy použité pri charakterizácii, zvyšovaní 
stability rastlinných extraktov a princípy antimikrobiálnych testov. V experimentálnej časti bolo 
spolu použitých 8 druhov čajov, vrátane nečajov (Pai Mu Tan, Formosa Gunpowder, Gunpowder 
Black, Honeybush, Lapacho, Aspalathus linearis a Paullinia cupana) a doplnených o 6 druhov 
liečivých bylín (Syzygium aromaticum, Urtica dioica, Hippophae rhamnoides, Matricaria recutita, 
Plantago lanceolata a škorica), ktoré boli extrahované rôznymi rozpúšťadlami (voda, etanol 
a dimetylsulfoxid). Extrakty boli testované na obsah antioxidačných látok a účinnosť proti trom 
bakteriálnym kultúram (Escherichia coli, Micrococcus luteus a Serratia marcescens). Pre zvýšenie 
antimikrobiálnej a antioxidačnej aktivity a stability boli vodné extrakty čajov enkapsulované do 
lipozómových častíc. 
 
KĽÚČOVÉ SLOVÁ: 
prírodné antibakteriálne látky, antimikrobiálna aktivita, čaje, polyfenoly, flavonoidy, antioxidanty, 
enkapsulácia, lipozómy 
ABSTRACT 
 
This bachelor thesis is focused on the testing of natural antimicrobial substances of plant origin, 
dealing with their characterisation, their effect against the microorganisms, optimization of 
antimicrobial testing and increasing of efficiency of their active compounds. Theoretical part of this 
thesis describes a characterisation of used natural species, their important properties, 
spectrophotometrical methods applied in determination of active compounds, opportunities of 
stabilization of natural substances and various techniques of antimicrobial testing. In experimental 
part 8 kinds of tea and non-tea plants (Pai Mu Tan, Formosa Gunpowder, Gunpowder Black, 
Honeybush, Lapacho, Aspalathus linearis and Paullinia cupana) were used and combined with 6 
herbal species (Syzygium aromaticum, Urtica dioica, Hippophae rhamnoides, Matricaria recutita, 
Plantago lanceolata and cinnamon), extracted by different solvents (water, ethanol and dimethyl 
sulfoxide). In these extracts amount of antioxidants and effect to three bacterial cultures (Escherichia 
coli, Micrococcus luteus and Serratia marcescens) were determined. To improve antimicrobial, 
antioxidant activity and stability aqueous tea extracts were encapsulated into liposomal particles. 
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1 ÚVOD 
Každý deň sa ľudský organizmus stretáva s radom patogénov, škodlivých mikroorganizmov, pestrou 
škálou baktérií a vírusov, ktoré sa vytrvalo pokúšajú nájsť si vhodného hostiteľa. V rámci ochrany 
zdravia pred vplyvom týchto parazitov sú vedeckými pracovníkmi po celom svete neustále vyvíjané 
snahy objaviť látky, následne implementované do spotrebných výrobkov, ktoré by účinne ničili 
nežiadúce organizmy a zároveň nenarúšali, či už zo zdravotných alebo estetických dôvodov, 
spotrebiteľa. V dnešnej dobe je už farmakologický priemysel zahltený najrozmanitejším sortimentom 
s antimikrobiálnym účinkom, prírodného i syntetického pôvodu. Avšak príroda ako taká, je unikátnym 
zdrojom „všeholiekov“ proti rôznym neduhom a i po dekádach ľudskej snahy ju celú preskúmať, v sebe 
stále skrýva neodhalené poklady. Snáď netreba zdôrazňovať výhody prírodných látok oproti umelo 
pripraveným, neprirodzeným pre akýkoľvek živý organizmus. Navyše novodobý trend nadmerného 
požívania tradičných antibiotík spôsobil výrazný nárast rezistencie baktérií voči týmto látkam, a je preto 
potrebné hľadať alternatívne riešenia – ideálne z prírodnej lekárničky. Z tohto dôvodu je hlavným 
objektom záujmu tejto práce preskúmať antimikrobiálne pôsobenie niekoľkých vybraných prírodných 
látok, konkrétne 8 druhov čajov a ich kombinácií s rôznymi bylinami.  
Čaj je po vode druhým najrozšírenejším nápojom vo svete a znamená naprieč všetkými kontinentami 
obľúbenú pochutinu, ale i dostupný liečivý a povzbudzujúci prostriedok. Zároveň je neodmysliteľnou 
súčasťou kultúry a histórie mnohých národov, ktoré ho uznávajú práve vďaka svojim charakteristickým 
vlastnostiam, ktoré čaju dodávajú obsiahnuté fytochemikálie. Práve ich stanovenie, izolácia a využitie 
aj v iných formách robí z čaju i z vedeckého hľadiska veľmi atraktívny objekt záujmu. 
Súčasťou práce bude nielen samotné stanovenie účinnosti proti mikróbom a optimalizácia 
využívaných metód, ale i hľadanie vhodnej aplikačnej formy detekovaných látok a testovanie jej 
stability po určitom časovom úseku. 
Okrem najdôležitejšej časti tejto práce venovanej antimikrobiálnej účinnosti výsledných extraktov, 
budú v tejto práci stanovované aj ďalšie nemenej dôležité charakteristiky, konkrétne antioxidačná 
aktivita a obsah antiradikálovo pôsobiacich látok. Účinky prírodných antioxidantov sú v súčasnosti 
veľmi intenzívne študované a pozornosť spoločnosti sa upriamuje najmä na ich protektívne vlastnosti 
voči civilizačným chorobám. Práve prísun antioxidantov pomáha eliminovať škodlivé účinky, 
spôsobené hromadením voľných radikálov v tele. Tie vyvolávajú oxidačný stres, ktorý sa preukázateľne 
podieľa na patogenéze onkologických, neurodegeneratívnych a kardiovaskulárnych chorôb. Z veľkého 
množstva prírodných látok sa novodobý výskum orientuje hlavne na fenolické látky (flavonoidy, 
triesloviny, katechíny a iné), ktorých bohatým zdrojom sú práve čaje, najmä zelený a čierny. Ďalším 
cieľom tejto práce bude preto stanoviť a porovnať celkový obsah polyfenolov, flavonoidov a samotnú 
antioxidačnú aktivitu v použitých druhoch čaju a bylín. Pokiaľ by analyzované vzorky nepreukázali 
antimikrobiálny účinok, sa tak môžu vďačne využiť ako účinní bojovníci proti oxidatívnemu stresu. 
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2 TEORETICKÁ ČASŤ 
2.1 Antimikrobiálna aktivita 
Mikroorganizmy sú najstaršou formou života na zemi. Ich vek je odhadovaný na 3,5 miliardy rokov 
a ďalšie dve miliardy rokov boli jedinými obyvateľmi našej planéty. Dá sa povedať, že bez 
mikroorganizmov by nebol možný vývoj k vyšším formám života ako sú známe dnes.1 Nachádzajú sa 
všade vôkol človeka, vo vode, v pôde, v telách a na telách iných organizmov, rastlín, živočíchov, 
človeka, i vo vzduchu. Váhovo predstavujú asi polovicu živej hmoty na Zemi, podieľajú sa ako na 
rozklade biologických materiálov, tak na opracovávaní potravín formou kvasenia alebo fermentácie i na 
jej konzervácii.6  
Väčšinu mikroorganizmov je možné charakterizovať ako jednobunkové indivíduá, ktoré sú v prírode 
schopné samostatnej existencie a rozmnožovania. Medzi mikroorganizmy sú radené prokaryotické 
organizmy bez morfologicky diferencovaného jadra (baktérie, cyanobaktérie, Archea) a eukaryotické 
organizmy s diferencovaným jadrom (huby, zelené riasy, prvoky).16 Klinicky významné baktérie sú 
heterotrofné (pre rast potrebujú organický uhlík), mezofilné (teplotné optimum sa nachádza v rozpätí 
30–37 °C) a aeróbne (kyslík využívajú ako akceptor vodíku), fakultatívne anaeróbne alebo anaeróbne 
organizmy (iný akceptor vodíku ako kyslík, napr. nitráty).5 
 
Antimikrobiálne pôsobiace látky eliminujú alebo brzdia rast mikroorganizmov inhibíciou syntézy 
bunkovej steny, funkcie vonkajšej membrány, syntézy proteínov alebo nukleových kyselín. Podľa toho, 
či bakteriálnu bunku dokážu usmrtiť alebo len zastaviť jej rast a množenie, sa delia na primárne 
baktériocídne a primárne baktériostatické. Medzi oboma skupinami však nie je zásadný rozdiel, pretože 
baktériostatické zlúčeniny môžu vo vysokých koncentráciách bunku usmrtiť a naopak baktériocídne 
môžu mať pri nižších koncentráciách len účinky baktériostatické. Praktický význam tohto delenia tkvie 
v tom, že baktériocídne látky, spôsobujúce smrť pôsobia ireverzibilne a pomerne rýchlo, zatiaľ čo 
baktériostatické účinkujú reverzibilne, preto je potrebné dôkladne dodržiavať intervaly ich aplikácie, 
aby nedošlo k relapsu.2 
 Hlavným cieľom v klinickej mikrobiológii a pri vývoji antimikrobiálne pôsobiacich látok je určiť 
citlivosť konkrétneho mikroorganizmu voči antibakteriálnej látke. Každá antibakteriálna látka účinkuje 
len na niektoré bakteriálne druhy, tzv. antibakteriálne spektrum, ostatné kmene sú rezistentné. 
Rezistencia je schopnosť mikroorganizmu odolávať účinkom týchto látok a je prirodzená alebo získaná 
(chromozomálne alebo extrachromozomálne gény rezistencie), pričom sa gény rezistencie môžu šíriť 
buď vertikálne z materskej bunky na dcérske, alebo horizontálne konjugáciou plazmidom, transdukciou 
fágom, alebo transformáciou prijatím fragmentu DNA, na ktorom je gén rezistencie.3 Mechanizmus 
rezistencie voči antimikrobiálnej látke môže prebiehať rôznymi spôsobmi ako napr. zmenou 
povrchových štruktúr bakteriálnej bunky, brániacich väzbe antibiotika na mikróba a jeho prieniku 
dovnútra, nahradenie niektorej životne dôležitej metabolickej reakcie inou, ktorá nie je citlivá voči 
účinkom antibakteriálnej látky (tzv. nevnímavý metabolizmus), prípadne produkciou enzýmov, ktoré 
inaktivujú antibiotikum ešte skôr ako dokáže zaúčinkovať na mikroorganizmus.3,4 
2.1.1 Charakteristika použitých mikroorganizmov 
Vybrané kultúry pochádzajú z Českej zbierky mikroorganizmov (CCM), ktorá je servisným 
pracoviskom Prírodovedeckej fakulty Masarykovej univerzity, kde sa uchovávajú kultúry baktérií a húb 
pre potreby základného a aplikovaného výskumu, priemyslového využitia, biotechnológií a výuku, 
ďalej slúži aj ako úložisko patentových kultúr.16  
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Obr. 1: Fotografie vybraných bakteriálnych kmeňov po zafarbení podľa Gramma pod mikroskopom 
a fotografie krížových rozterov uchovávaných kultúr na pevnom médiu v Petriho miske 
Escherichia coli (Kmeň: Proteobacteria; Trieda: Gammaproteobacteria; Rad: Enterobacteriales; 
Čelaď: Enterobacteriaceae; Rod: Escherichia) 
E. coli patrí medzi gramnegatívne tyčinky, peritrichálne obrvené, fakultatívne anaeróbne, 
chemoorganotrofné s fermentatívnym i respiračným typom metabolizmu. Patrí k normálnej črevnej 
mikroflóre teplokrvných živočíchov, vrátane človeka. Pre hostiteľa je významná v tom, že sa 
cenoanabioticky podieľa na udržiavaní rovnováhy v čreve produkciou kolicínov (peptidy inhibujúce rast 
iných baktérií), produkuje niektoré stimulačné látky vrátane vitamínov. Patrí k najlepšie preštudovaným 
známym baktériám, čo je dôvodom jej veľkého využitia v biotechnológiách a génovom inžinierstve. 
Boli pripravené kmene schopné syntetizovať ľudský inzulín (prvý eukaryotický proteín produkovaný 
prokaryotmi), rastový hormón, hormóny parathormón a kalcitonín, aminokyseliny alebo textilné farbivo 
indigo.16  
Niektoré kmene sú patogénne (produkujú enterotoxíny), vyvolávajú tráviace ochorenia, sú pôvodcami 
infekcií močových ciest a nozokomiálnych (nemocničných) infekcií. Táto baktéria je tiež 
bioindikátorom fekálneho znečistenia, pokiaľ sa objaví vo vode alebo v jedle.17 
Micrococcus luteus (Kmeň: Actinobacteria; Trieda: Actinobacteria; Rad: Actinomycetales; Čelaď: 
Micrococcaceae; Rod: Micrococcus) 
Rod Micrococcus je charakteristický grampozitívnymi sférickými bunkami, usporiadanými 
jednotlivo alebo v zhlukoch. Sú nepohyblivé, mezofilné, chemoorganotrofné s respiračným 
metabolizmom, nesporulujúce. Vyskytujú sa v pôde, vo vzduchu, v potravinách, na koži ľudí a zvierat 
sa prejavujú komenzalisticky. Dobre rastú v prostredí s malým množstvom vody, v prítomnosti menších 
koncentrácií solí, v mliečnych a iných živočíšnych produktoch, ale i v pive. Sú schopné prežívať dlhú 
dobu pri nízkych teplotách, niektoré kmene sú využívané v bioremediáciach, pri detoxikáciach, iné 
produkujú alifatické uhľovodíky s dlhým reťazcom (využiteľné v produkcii lubrikačných olejov). 
M. luteus je žlto pigmentujúci a vyskytujúci sa všade v prírode, vrátane kože cicavcov.16 Napriek tomu, 
že sa všeobecne považuje za neškodný druh baktérie, pre ľudí s oslabenou imunitou môže znamenať 
hrozbu ako pôvodca rôznych ochorení (meningitídy, pneumónie, endokarditídy apod.).19 
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Serratia marcescens (Kmeň: Proteobacteria; Trieda: Gammaproteobacteria; Rad: 
Enterobacteriales; Čelaď: Enterobacteriaceae; Rod: Serratia) 
Baktérie rodu Serratia sú gramnegatívne pohyblivé, peritrichálne obrvené rovné tyčinky, 
chemoorganotrofné s fermentatívnym i respiračným typom metabolizmu. Bežne sa vyskytujú v pôde, 
vo vode, na rastlinách a v zažívacom trakte živočíchov (najmä hlodavcov a hmyzu). 
S. marcescens vyvoláva u človeka meningitídu a infekcie dýchacích a močových ciest. Prítomné 
pigmentujúce kmene môžu vizuálne pôsobiť ako krvácanie (pigment prodigiozín je červený). Niektoré 
kmene vyvolávajú mastitídy.16 Napriek tomu, že táto baktéria patrí ku enterobaktériam, významne sa 
od nich líši najmä sekréciou extracelulárnej chitinázy, niekoľkých druhov proteáz, nukleázy, lipázy a 
DNAázy.18 
2.1.2 Metódy a zariadenia využité pri stanovovaní antimikrobiálnej aktivity 
Vyšetrovanie citlivosti mikroorganizmov k antimikrobiálnym látkam je neoddeliteľnou súčasťou 
mikrobiologických laboratórií. Prevádzajú sa kvalitatívne aj kvantitatívne testy.  
Disková difúzna metóda 
Najbežnejšie používanou metódou kvalitatívneho stanovenia citlivosti baktérií je diskový difúzny 
test. Jedná sa o metódu, ktorej jednoduchosť prevedenia nevyžaduje ani zvláštne prístrojové vybavenie, 
ani vysoké materiálne náklady, avšak je prakticky nepoužiteľná pre náročné anaeróbne baktérie. 
Diskovou difúznou metódou sa stanovuje citlivosť alebo rezistencia podľa toho, či vyšetrovaná baktéria 
vytvorí alebo nevytvorí na agarovej pôde zónu inhibície rastu okolo disku s určitou koncentráciou 
antimikrobiálnej látky po predpísanej dobe inkubácie. Výsledok môže byť ovplyvnený radou faktorov 
(napr. veľkosť bakteriálneho inokula, hrúbka agaru), preto musí byť celý postup štandardizovaný.4 
Bujónová mikrodilučná metóda 
Dilučné metódy sa používajú k stanoveniu minimálnej inhibičnej koncentrácie antimikrobiálnej 
látky, potrebnej k inhibícii rastu skúmaného mikroorganizmu, zaraďuje sa preto k metódam 
kvantitatívnym. Minimálna inhibičná koncentrácia (MIC) je najnižšia koncentrácia antimikrobiálnej 
látky, ktorá je schopná zastaviť rast baktérie. V praxi je najčastejšie používaná mikrodilučná metóda, 
pri ktorej sa MIC stanovuje v jamkách mikrotitračnej doštičky, obsahujúcich bujón s koncentračným 
gradientom antimikrobiálnej látky. Do jamôk sa následne pridá inokulum bakteriálnej kultúry, 
pripravené z čerstvo narastených, maximálne 24 hodín starých mikrobiálnych kultúr. Doštičky sa potom 
umiestnia do termostatu, pričom charakter, teplota a dĺžka inkubácie zodpovedajú požiadavkám typu 
vyšetrovaného mikroorganizmu. Po stanovenej dobe inkubácie sa hodnotí rast mikróba v jamkách 
s antibakteriálnou látkou, ktorý sa prejavuje ako zákal obsahu jamky alebo sediment na dne jamky. Ako 
MIC sa stanoví koncentrácia antibakteriálnej látky v prvej nezakalenej jamke, t. j. koncentrácia 
antibakteriálnej zložky viditeľne inhibujúca rast mikrobiálnej kultúry.4 
Ako obdobná metóda, založená na rovnakom princípe, kedy antimikrobiálna látka spôsobuje lýzu 
bakteriálnej bunky a zníženie zákalu zmesi, sa môže využiť test v skúmavkách, ktorého zákal sa po 24 
hodinách meria pomocou fotometru vzhľadom na pokles, resp. nárast absorbancie.6 
Prietoková cytometria 
Táto metóda patriaca medzi kvantitatívne analytické postupy v mikrobiológii v súčasnosti patrí medzi 
najmodernejšie metódy stanovovania bunkových suspenzií a vyznačuje sa hneď niekoľkými 
významnými vlastnosťami; presnosťou, citlivosťou a  schopnosťou analyzovať veľké množstvo 
jednotiek v krátkom čase. Umožňuje totiž meranie fyzikálno-chemických vlastností prúdu buniek, 
prechádzajúcich laserovým lúčom, a to na úrovni jednej bunky. Suspenzia buniek je v prietokovom 
cytometri usmernená tak, aby v laminárne prúdiacej tekutine boli za sebou unášané jednotlivé bunky. 
V cytometri sa nachádzajú dva detektory, líšiace sa svojou vzájomnou polohou. Detektor umiestnený 
v ose dopadajúceho lúču (Forward Scatter – FSC) detekuje intenzitu lineárne rozptýlených lúčov, 
priamo úmernú veľkosti a členitosti bunky. Detektor umiestnený kolmo na dopadajúci lúč (Side Scatter 
– SSC) zaznamenáva intenzitu bočne rozptýlených lúčov (viď obrázok 2), úmerných granularite bunky 
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(stav cytosolu, granula, bunková inklúzia apod.). Ďalšou možnosťou je analýza bunkových štruktúr 
pomocou fluorescenčných sond, kedy je fluorescencia, emitovaná použitými fluorochrómami a následne 
detekovaná príslušnými špecifickými fluorescenčnými kanálmi.10 
 
 
Obr. 2: Schéma prietokového cytometru8 
 
K detekcii viability buniek, resp. životaschopnosti buniek, zahŕňajúcej schopnosť rastu, množenia 
a interakcie so svojim okolím, sa využívajú fluorescenčné sondy rôznych typov. Obvykle sa používajú 
na meranie intracelulárnej esterázovej aktivity, sledovanie membránovej integrity a existencie 
transmembránového potenciálu, príp. sa dá využiť detekcia respiračnej aktivity či meranie 
intracelulárneho pH mikroorganizmov.9,10  
2.2 Antioxidačná aktivita 
Produkcia voľných radikálov je prirodzený proces vedúci k biomolekulárnej oxidácii, výsledkom 
ktorej je kumulatívne poškodenie bunky.1 Vysoká úroveň voľných radikálov sa spája s vyšším výskytom 
degeneratívnych ochorení ako rakovina, srdcová porucha, zápaly, artritída, mozgová dysfunkcia apod.12 
Voľné radikály sú atómy, ióny alebo molekuly, obsahujúce vo svojom valenčnom orbitáli jeden, príp. 
viac nepárových elektrónov. Pokiaľ nie sú tieto nepárové elektróny konjugované s ďalšími valenčnými 
elektrónmi, je voľný radikál značne nestabilný a chemicky vysoko reaktívny. Voľné radikály veľmi 
ľahko podstupujú redoxnú reakciu s inými atómami, či molekulami, čím sa sami stabilizujú.12 
Živé aeróbne organizmy sú prirodzene vystavované tzv. oxidatívnemu stresu. K environmentálnym 
faktorom, zapríčiňujúcim oxidatívny stres rastlín, patrí znečistenie vzduchu (zvýšené množstvo 
troposférického ozónu a oxidu siričitého), oxidačné herbicídy (metylviologén, 1,1´-dimethyl-4,4´-
bipyridinium), ťažké kovy, vysušená pôda, teplotný stres, mechanické poškodenie rastliny, UV žiarenie 
a vysoko intenzívne žiarenie, stimulujúce fotoinhibíciu. Pod veľkými dávkami intenzívneho svetla 
rastliny môžu absorbovať viac svetelnej energie ako v skutočnosti využijú k fotosyntéze. Táto nadmerná 
excitácia chlorofylu môže vyústiť k zvýšenému riziku vzniku tripletového stavu chlorofylu 
a singletovému stavu  kyslíka (1O2), ktorý spolu so svojimi reaktívnymi produktami spôsobuje 
fotoinhibíciu, brzdiacu priebeh fotosyntézy a ďalšie degeneratívne poruchy. Oxidatívny stres je ďalej 
vyvolaný patogénnymi infekciami a počas procesu starnutia.7  
Reaktívne formy kyslíku (ROS – reactive oxygen species), nazývané podľa obsiahnutého atómu 
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kyslíku, vznikajú počas určitých redoxných reakcií a počas neúplnej redukcie kyslíka alebo oxidácie 
vody v mitochondriách a chloroplastoch v priebehu dýchacieho reťazca. Vznik singletového kyslíka 
(1O2) následne podmieňuje produkciu ďalších ROS ako sú napr. peroxid vodíka (H2O2), superoxidový 
anión (O2−), hydroxylový (HO) a perhydroxylový (O2H) radikál. Superoxidové anióny sú taktiež 
produkované v chloroplastoch, keď sú elektróny prenášané priamo z Fotosystému I na kyslík. Tieto 
reaktívne molekuly, najmä HO, majú vysoko deštruktívne účinky na lipidy, proteíny a najmä 
na nukleové kyseliny.7,12  
 
Rastliny sa bránia proti tomuto procesu a zbavujú sa reaktívnych molekúl využitím antioxidačných 
ochranných systémov, prítomných v niekoľkých subcelulárnych kompartmentoch. Pri izolácii a štúdii 
antioxidantov je vhodné sa zamerať na rastliny prirodzene vystavené vysokej miere oxidatívneho stresu, 
pretože sa počas svojho fylogenetického vývoja museli prispôsobiť a vytvoriť si kvalitný ochranný 
systém s vyššou koncentráciou antioxidačných látok.7 
Systémy využívajú neenzymatické a enzymatické formy antioxidantov, resp antiradikálovo pôsobiach 
látok, líšiace sa svojim zložením v závislosti od danej bunkovej časti. Použitie antiradikálových látok, 
tzv. antioxidantov, inhibuje syntézu voľných radikálov a tým i spomínaných kyslíkových radikálov, 
chrániac tak bunku pred poškodením. Tieto látky podporujú terminačný krok v reťazovej radikálovej 
reakcii, aby nevznikali žiadne ďalšie radikálové produkty. Týmto spôsobom sa dá predísť oxidácii 
lipidov a iných biomolekúl, pretože dochádza k presunu vodíka v záujme neutralizácie voľných 
radikálov.14 Najväčšiu skupinu antioxidantov v rastlinách tvoria antioxidačné vitamíny ako kyselina 
askorbová (vitamín C), α-tokaferol (vitamín E) a karotenoidy; predstaviteľom antioxidačných enzýmov 
je hlavne redukovaný glutathión, ďalšiu ochranu pred poškodením buniek voľnými radikálmi 
poskytujú flavonoidy a polyamíny.7  
2.2.1 Polyfenoly 
Polyfenolické zlúčeniny sú látky rastlinného pôvodu a je to veľmi obsiahla skupina zlúčenín, 
zahŕňajúca niekoľko tisícok zástupcov. Spoločnou charakteristickou črtou je minimálne jedno 
aromatické jadro substituované hydroxylovými skupinami. Ich antioxidačný účinok sa prejavuje 
inhibíciou enzýmov, spôsobujúcich vznik superoxidového anión radikálu (konkrétne napr. 
xantinoxidáza, proteínkináza C), niektoré polyfenoly dokážu tvoriť komplexy s kovmi, vyskytujúcimi 
sa pri tvorbe reaktívnych foriem kyslíku (najmä Cu a Fe2+). Polyfenoly sú taktiež ľahko oxidovateľné 
a sú preto schopné redukovať voľné radikály, čím im zabránia zreagovať s nejakou bunkovou časťou. 
Existujú však medzi polyfenolickými zlúčeninami aj látky tzv. prooxidanty, z ktorých vznikajú voľné 
radikály.7 Vo všeobecnosti sa polyfenoly rozdeľujú do troch hlavných skupín: 
1. Flavonoidy 
S viac ako 4 500 rôznymi reprezentatívnymi druhmi tvoria flavonoidy, metabolity vyšších rastlín, 
obrovskú skupinu polyfenolických zlúčenín. Nachádzajú sa vo väčšine rastlinných pletív, najmä vo 
vakuolách, kde sa flavonoidy môžu vyskytovať ako monoméry, diméry a vyššie oligoméry, často sa 
prejavujú ako rastlinné farbivá a podieľajú sa na prirodzenom procese interakcie medzi rastlinami 
a živočíchmi, ako sú opeľovači, ktorých priláka atraktívna farba kvetov, či plodov. Medzi tieto farbivá 
patria červené antokyaníny; pelargonidíny, kyanidíny a delfinidíny. Ďalšie, napr. izokvercitín, sú lákavé 
pre hmyz ako potrava a naopak kondenzované tanníny hmyz odpudzujú. Izoflavonoidy fungujú ako 
antimykotiká. Špecifické flavonoidy poskytujú rastlinám protektívnu funkciu voči účinkom UV-B 
žiarenia, pripisovanú najmä kaempferolu.7 Flavonoidy sa preukázali aj ako protirakovinovo pôsobiace 
látky, ďalej bránia priepustnosti krvných kapilár, majú protizápalový a antiartériosklerotický účinok. 
Podľa stupňa oxidácie pyranózového cyklu sa flavonoidy ďalej rozdeľujú na flavanoly (obrázok 3), 
flavanóny (obrázok 5), flavóny (obrázok 7), flavonoly (obrázok 4), proantokyanidíny – polymérne 
flavanoly, antokyaníny (obrázok 6) a izoflavonoidy (obrázok 8). 
Podstatnú časť flavanolov tvoria katechíny, pričom sa rozoznáva päť základných, a to katechín, 
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epikatechín, epikatechíngallát, epigallokatechín a epigallokatechíngallát. Nachádzajú sa predovšetkým 
v čajoch, čokoláde a červenom víne. 7 
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Obr. 3: Obecná schéma molekuly flavanolov 
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Obr. 4: Obecná schéma molekuly flavonolov 
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Obr. 5: Obecná schéma molekuly flavanónov 
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Obr. 6: Obecná schéma molekuly antokyanínov 
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Obr. 7: Obecná schéma molekuly flavónov 
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Obr. 8: Obecná schéma molekuly izoflavonoidov 
 
2. Fenolové kyseliny 
Prevažnú väčšinu tejto skupiny polyfenolov tvoria hydroxyškoricové kyseliny vo forme esteru, 
pričom najznámejšie sú kyselina kávová a jej estery a kyselina gallová (obrázok 9). Ďalšie zlúčeniny 
patriace do tejto skupiny sú kondenzované tanníny, v ktorých sú fenolové kyseliny esterifikované 
polyhydroxyzlúčeninami. Fenolové kyseliny sa prirodzene vyskytujú najmä v ovocí, zelenine a káve. 7 
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Obr. 9: Štruktúrny vzorec kyseliny gallovej 
3. Stilbény a lignány 
Tieto látky sa zaraďujú medzi fytoestrogény, lebo majú podobné vlastnosti ako ženský hormón 
estrogén. Najznámejšie sú stilbén a resveratrol. Stilbén navyše vykazuje aj antimikrobiálne účinky.20 
Lignány sú 18-uhlíkaté látky zložené z dvoch fenylpropánových jednotiek.21 
2.2.2 Metódy stanovenia antioxidačných účinkov 
V súčasnosti už bolo vyvinutých mnoho sofistikovaných metód fyzikálno-chemickej analýzy a 
hodnotenia biologického materiálu s potenciálnymi antioxidačnými vlastnosťami, a existuje veľa 
odlišných postupov stanovenia celkovej antioxidačnej aktivity. Ich podstata je však rovnaká – určovanie 
redukčnej schopnosti všetkých antioxidačne pôsobiacich zlúčenín v danej vzorke. Dajú sa však rozdeliť 
na metódy schopné eliminovať voľné radikály a na metódy skúmajúce redoxné vlastnosti látok, keďže 
sa antioxidanty považujú za redukovadlá voľných radikálov. Pri metódach schopných eliminovať voľné 
radikály sa využíva schopnosť daného vzorku neutralizovať voľné radikály, pridané vo forme vhodných 
činidiel, ďalej sem patria aj metódy, podstatou ktorých je schopnosť eliminovať lipidovú peroxidáciu. 
Jedná sa hlavne o kyslíkové radikály alebo syntetické radikály, generované priamo v reakčnej zmesi 
alebo do nej postupne pridávané. Medzi tieto syntetické radikály patrí napr. DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-
trinitrofenyl)hydrazyl), ABTS+ alebo galvinoxyl. Do samotnej kategórie patrí testovanie antioxidačnej 
aktivity in vivo.22,23,26 
Metóda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) 
K jednej z najbežnejšie prevádzaných metód pre určenie celkovej antioxidačnej kapacity patrí metóda 
využívajúca radikál katión ABTS+, najmä kvôli možnosti jej aplikácie pri hydrofilných aj lipofilných 
roztokoch.24 ABTS (2,2´-azino-bis-(3-ethylbenzthiazolín-6-sulfónová kyselina) je peroxidázový 
substrát, tvoriaci v prítomnosti peroxidu vodíka, reakciou s peroxylovými radikálmi alebo inými 
oxidantami, metastabilný radikál katión ABTS+ modrozeleného sfarbenia. Vďaka tomu je vhodný pre 
spektrofotometrickú analýzu v rozmedzí vlnových dĺžok 600-750 nm. Antioxidačná aktivita 
stanovovanej látky, slúžiacej ako donor vodíku, je následne prezentovaná ako schopnosť znížiť intenzitu 
sfarbenia pripraveného ABTS+.22,25 
Celková antioxidačná aktivita vzorky sa vyhodnocuje vzhľadom k ekvivalentnej koncentrácii roztoku 
Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylovej kyseliny), čo je vo vode rozpustná 
látka, svojou štruktúrou podobná vitamínu E.22 
2.3 Charakteristika použitých rastlín 
2.3.1 Čaje 
Čaj je nápoj prírodného pôvodu, pochádzajúci z čajovníku Cammelia sinensis. Ker čajovníka je 
pôvodom z Číny, vyskytujúci sa v tejto oblasti dodnes ako divoko rastúca rastlina.27 Kry pestované 
v horských oblastiach síce majú menšie výnosy, avšak kvalita týchto listov je veľmi vysoká. Majú 
celoročne zelené, rebrované listy, využívané pri výrobe čaju, pričom ich spodná strana je pokrytá 
výraznými bielymi chĺpkami. Kvety všetkých druhov sú biele, podobné kvetom čerešne.28 
Čajovník sa vyskytuje v troch variantoch, líšiacich sa výškou rastlín a rôznymi typmi listov – čínskom, 
assámskom a indonézskom. Čínsky variant s malými, temne zelenými jemnými lístkami sa pestuje 
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predovšetkým pre výrobu zeleného čaju. Assámsky s väčšími a svetlejšími listami, obsahujúci viac 
trieslovín, sa tiež pestuje pre výrobu zeleného čaju, avšak listy rastú rýchlejšie, preto poskytuje vyššie 
výnosy. Indonézsky variant zahŕňa mnoho vypestovaných hybridov, líšiacich sa svojimi požadovanými 
vlastnosťami.41  
Samotná výroba čajov je zložená z niekoľkých etáp, konkrétne zberu listov, ich rolovania, 
fermentácie, sušenia a triedenia čajov. Najdôležitejšia je fáza fermentácie, od ktorej potom závisí chuť, 
aróma a zlatistá farba čaju. Nedochádza pri tom ku klasickej fermentácii v zmysle kvasenia s využitím 
mikroorganizmov, ale ide o biochemickú reakciu, kedy enzýmy uvoľnené z buniek spôsobujú oxidáciu 
prítomných polyfenolov vzdušným kyslíkom. Prítomnosť baktérií je pri tomto procese nevítaná, 
s výnimkou výroby špeciálneho druhu čínskych čajov, tzv. Pu Erh. Dnešné výrobné procesy vychádzajú 
z pôvodných tradičných metód, v priebehu mechanizácie však došlo k úplnej automatizácii tohto 
procesu.28 
Druhy čajov: 
Podľa spôsobu spracovania zozbieraných lístkov, najmä podľa toho, do akej miery, a v ktorej fáze 
spracovania prebehla fermentácia, sa čaje dajú rozdeliť na: 
• Zelené čaje – sú to čaje nefermentované. Aby nedošlo k fermentácii, je potrebné zozbierané lístky 
ihneď zahriať na kovových panvičkách (čínska metóda) alebo preparením (japonská). Ďalší postup 
záleží na konkrétnom druhu čaju, vo všeobecnosti však nasleduje hnetenie, tvarovanie, sušenie, triedenie 
a proces dosúšania. 
• Čierne čaje – tieto čaje sú dokonale fermentované, zozbierané lístky sa pri konštantnej teplote 
(približne 22 °C) a vlhkosti nechávajú zvädnúť, čím dochádza už k prvotnej fermentácii. Následne sa 
zahajuje proces samotnej fermentácie (nepresahujúci dobu 120 minút), podporovaný narúšaním 
bunkovej štruktúry listu ich zvinutím. Nakoniec sú listy sušené a triedené. 
• Biele čaje – sú iba čiastočne fermentované, kedy zozbieraný list nie je prudko zahrievaný a bez 
ďalšej mechanickej úpravy pomerne rýchlo usušený. Je charakteristický vysokým obsahom 
ochmýrených výhonkov. Podľa ich podielu v listoch a veľkosti sa biele čaje delia do troch základných 
tried: Yin Zhen s vytriedenými vrcholovými výhonkami určitej veľkosti bez ďalšieho listu, Pai Mu Tan 
s listami s vysokým obsahom stredne veľkých vrcholových výhonkov a Shou Mei s tmavšími listami 
s obsahom menších vrcholových výhonkov. 
• Polozelené čaje – sú čiastočne fermentované, v zozbieraných listoch sa nechá pomocou narušenia 
okrajov lístkov zahájiť fermentácia, ktorá je však v určitom momente prerušená prudkým zahriatím. 
Akúsi medzitriedu medzi zeleným a čiernym čajom tvorí ľahko fermentovaný čaj, pripravený 
špeciálnou úpravou, pôvodom z Číny. 
• Žlté čaje – sú zľahka dodatočne fermentované čaje, kedy ide o vzácnu čínsku špecialitu, preto je 
i presný výrobný postup držaný v tajnosti. Pravdepodobne pred terminálnymi krokmi, zahŕňajúcimi 
dosušovanie a triedenie, je umelo vyvolaný proces fermentácie, ktorý je však prudko zastavený 
a spôsobí tak výnimočné vlastnosti tohto druhu čaju. 
• Tmavé čaje – tieto čaje sú dokonale fermentované, po zozbieraní sú listy ihneď zahrievané, no 
v konečnej fáze spracovania je vyvolaná umelá mikrobiálna fermentácia. Predstaviteľom tejto triedy je 
známy čaj Pu Erh. 
• Lisované čaje – zlisované bývajú obvykle čaje Pu Erh o nižšej kvalite.31 
Chemické zloženie: 
V súčasnosti je známych okolo 400 rôznych látok obsiahnutých v čaji. Ich zloženie sa líši podľa 
krajiny pôvodu čajových lístkov, podľa metódy prípravy, dĺžky a intenzity fermentácie. Čaj je 
všeobecným zdrojom antioxidantov, ako sú polyfenoly, vitamíny, minerálne látky a enzýmy, ktoré 
pôsobia priaznivo a povzbudivo na celý organizmus. Vďaka prítomnému kofeínu zvyšuje koncentráciu, 
duševnú výkonnosť, pôsobí proti depresiám, polyfenoly majú chemopreventívny účinok. Mierni 
tráviace problémy, podporuje činnosť pečene, obličiek, má močopudné účinky, čo napomáha k celkovej 
detoxikácii tela, má pozitívny vplyv na kardiovaskulárny systém, znižuje hladinu cholesterolu v krvi, 
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bráni riziku artériosklerózy, mozgovej mŕtvice a infarktu myokardu.  
Z prítomných alkaloidov je najvýznamnejší kofeín (max. 7 %), ktorý bol dlho považovaný za inú 
zlúčeninu a mylne bol nazývaný teínom. V zelenom čaji sa nachádza v menšom množstve ako 
v čiernom, ale ani v tom sa nevyskytuje v množstve dostatočnom pre vznik návyku, ako je to v prípade 
kávy. Okrem kofeínu sa v čaji vyskytuje nepatrné množstvo teobromínu a teofylínu. 28,29  
Najvýznamnejšie polyfenoly, dodávajúce čaju antioxidačné účinky, sú deriváty kyseliny gallovej 
a katechínu. V čiernom čaji je v priebehu fermentácie v dôsledku ich oxidácie na komplexnejšie 
polyfenoly obsah zredukovaný, ale vyskytuje sa tu ešte kvercetín. V zelenom čaji sú nezoxidované 
polyfenoly zodpovedné za slabšiu farbu a výraznú chuť. Najintenzívnejšie pôsobiaci antioxidant je 
prítomný epigallokatechíngallát. Typickú horkosť čaju spôsobujú prítomné triesloviny (taníny), najmä 
theaflavín a thearubigén, vznikajúce fermentáciou z katechínov. Červené a žlté farbivá sú deriváty 
anthokyanov a flavónov.  
Vitamíny sa v čaji v porovnaní s ovocím a zeleninou nenachádzajú vo veľkom množstve, pretože 
napr. vitamín C je počas fermentačného procesu rozložený. V malých množstvách sú prítomné vitamíny 
B1, B2, B6, B7, B10, B12, E, K a β-karotén.  
Z minerálnych látok je neopomenuteľný fluór, pretože práve čaj je pre človeka jeho najväčším 
prírodným zdrojom. Prítomnosť fluóru znižuje riziko výskytu zubného kazu, pôsobiac proti baktérii 
Streptococcus mutans, podieľajúcej sa na jeho vzniku. Obsah ostatných minerálov závisí od zloženia 
pôdy, na ktorej bol čajovník pestovaný. 
Z prítomných silíc bolo objavených až približne 500 druhov, dodnes nie úplne preskúmaných, ktoré 
zohrávajú veľkú rolu v dodávaní čaju určitej chuti a vône, navyše pôsobia antibakteriálne. Sú však 
prchavé a termicky nestabilné, preto sa najmä zelené čaje nesmú zalievať vriacou vodou. 
Okrem bežných voľných aminokyselín (tvoriacich 1–2 % obsahu) je prítomná pre čaj typická 
aminokyselina theatín (2-amino-4-(ethylkarbamoyl)butanová kyselina), zodpovedná za kvalitu čaju, 
podieľajúca sa na biosyntéze polyfenolov, pôsobiaca upokojujúco na nervovú sústavu, zlepšujúca 
pamäť a zároveň je to jedna z najchutnejších zložiek čaju.  
Enzýmy urýchľujú proces fermentácie oxidáciou čajových polyfenolov, najdôležitejšiu úlohu 
zohráva teda enzým polyfenoloxidáza.28,29,30 
2.3.2 Vybrané druhy nečajov 
Guarana (Paullinia cupana) 
Guarana pochádza z povodia rieky Amazonky a je to popínavý ker, dorastajúci do výšky až desať 
metrov.34 Využívajú sa jeho semená, tzv. guaranové oriešky, z ktorých sa získava tmavohnedá pasta, 
ďalej využiteľná pri výrobe rôznych produktov (čistý guaranový prášok, tabletky, čaje, oplátky, 
čokolády, sirupy apod.).35 Súčasné výskumy potvrdzujú tradičné účinky guarany, pôsobiacej ako 
stimulant centrálnej nervovej sústavy, povzbudzujúcej myseľ i pamäť, účinkujúcej proti únave 
a celkovo zvyšujúcej fyzickú i psychickú aktivitu, je účinným prostriedkom proti stresu a depresii, 
napomáha vytesniť kyselinu mliečnu zo svalov a zmierňuje tak svalovú horúčku a kŕče.34 Ďalej boli 
potvrdené jej detoxikačné, antioxidačné a antimikrobiálne účinky32,33, blahodárny vplyv na 
kardiovaskulárny systém, hyperglykemické a gastroprotektívne pôsobenie. Pri krátkodobej záťaži 
podporuje čerpanie energie z glykogénových rezerv pečene, ale zlepšuje aj dlhodobú výkonnosť, 
pretože zvyšuje využívanie tuku z telesných zásob ako zdroja energie. V guarane je však vysoký obsah 
kofeínu (jeden z najvyšších z organizmov rastlinnej ríše), čo predstavuje isté riziko, preto je potrebné sa 
vyvarovať priveľkým dávkam.34,36 
Chemické zloženie: metylxanthíny (theofylín, theobromín a kofeín), tanníny, saponíny, D-katechin, 
pyrokatechín, pektíny, proteíny, terpény, živice, flavonoidy, dextrín, vitamíny C, PP, B1, B2 36,37 
Honeybush (Cyclopia intermedia) 
Cyclopia, známejšia pod názvom honeybush, ktorú si zaslúžila pre typickú vôňu svojich kvetov, rastie 
len v niekoľkých horských oblastiach v južnej Afrike, a zatiaľ sa ju nepodarilo plnohodnotne 
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vypestovať mimo svoj prirodzený región výskytu. Listy z honeybushu sa najčastejšie používajú 
k výrobe čajov a svojimi vlastnosťami sa podobá rooibosu, líši sa od neho iba sladšou chuťou 
a medovou vôňou. Spracováva sa buď tradičnou metódou nasekaním a vysušením listov kra na slnku, 
alebo modernejším výrobným procesom – sušením v sušiarňach pri 70–90 °C po dobu troch dní. 38,39 
Výluhy z honeybushu získavajú popularitu najmä kvôli charakteristickej prirodzenej vôni, nízkemu 
obsahu tanínu, absencii kofeínu a antimutagénnym a antimikrobiálnym vlastnostiam.39 V ľudovej 
medicíne sa používali k liečbe nachladnutia, kašľa, kožných vyrážok, tráviacich problémov 
a k stimulácii chuti do jedla.38 
Chemické zloženie: polyfenoly (xanthóny, flavóny, izoflavóny, flavanóny a kumestany), p-kumarová 
kyselina, taníny, pinitol, cukry (sacharóza, glukóza, fruktóza) 39  
Lapacho (Tabebuia avellanedae) 
Lapacho je bylinný čaj, pôvodom z Južnej Ameriky (tzv. nápoj Inkov), ktorý je pripravovaný 
z vnútornej kôry stromu lapacho (Tabebuia avellanedae). Oplýva mnohými pozitívnymi účinkami ako 
napr. detoxikácia organizmu, znižovanie zrážanlivosti krvi, pomoc pri tráviacich komplikáciách a 
horúčke. Niektoré aktívne látky (príkladom je lapachol) však môžu spôsobiť zdravotné komplikácie, 
v dlhodobých a vysokých dávkach pôsobí ako abortívum, t. j. je reprodukčne toxické.42,43 
Chemické zloženie: flavonoidy, cyklopentánové dialdehydy, kyselina benzoová, benzaldehydové 
deriváty, chinóny (lapachol, β-lapachón) 42 
Rooibos (Aspalathus linearis) 
Rooibos patrí medzi vysoké luskovité rastliny, pôvodom z Južnej Afriky. Zbiera sa celá a následne 
sa seká na menšie kúsky. Podľa ďalšieho procesu spracovania sa rooibos delí na nefermentovaný zelený 
a fermentovaný červený.44 Výskumy dokázali, že fermentovaný vykazuje značne menší antimutagénny 
a antioxidačný potenciál ako nefermentovaný.45 Rooibos neobsahuje žiaden kofeín, ale obsahuje veľké 
množstvo minerálnych látok, ako napr. železo, vďaka ktorému pôsobí proti anémii, ďalej je účinný proti 
ekzémom, alergiám, stresu a príznakom s ním spojeným (nespavosť, depresie, bolesti hlavy), je vhodný 
ako prevencia proti zubnému kazu a spevňuje sklovinu.44 
Chemické zloženie: minerálne látky (železo, fluór, draslík, horčík, vápník, sodík a mangán), kyselina 
askorbová, fenolické látky (rutín, kvercitín, kvercitrín) 46 
 
 
Obr. 10: Fotografie vybraných druhov sypaných čajov 
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2.3.3 Vybrané druhy byliniek 
Klinčekovec voňavý (Syzygium aromaticum) 
Klinčekovec (nazývaný „klinček“, zast. „hrebíček“) je jedným z najvzácnejších korenín, stáročia 
využívaných ako dochucovadlo, ale nachádza uplatnenie aj v mnohých smeroch v medicíne.48 Hlavnou 
zložkou klinčekovej silice je fenolická zlúčenina eugenol, ktorá má antimikrobiálne, antioxidatívne, 
lokálne anestetické a antiseptické účinky,49 preto sa dá využiť napr. v zubnom lekárstve alebo 
alternatívnej medicíne. Klinčeková silica totiž tlmí bolestivosť a citlivosť zubného nervu. Ďalej môže 
byť obsiahnutý v protireumatických mastiach alebo podávaný inhalačnou formou, kedy vďaka svojim 
dezinfekčným účinkom napomáha k liečbe zápalov dýchacích ciest.47 
Chemické zloženie: eugenol (tvorí 72 – 90 % esenciálnych olejov klinčekovca a je najviac 
zodpovedný za typickú arómu 49), acetyleugenol, β-karofylén, eugenín, methyl salicylát (pôsobiaci ako 
tlmič bolesti), α- a β-humulén, rhamnatín, fernezol, α-kopeán, β-ylangén, kaempferol, kyselina 
škoricová, benzaldehyd, vanilín, kyselina krategolová, kyselina benzoová, karvikol, ďalej triterpenoidy 
(kyselina oleanolová, stigmasterol, kampesterol) a seskviterpény 50 
Pŕhľava dvojdomá (Urtica dioica) 
Expandujúci druh rastliny, rastúci najmä na rumoviskách, popri cestách, lúkach a na okraji lesov, 
považovaný za plevel i za liečivú bylinu so širokospektrálnymi možnosťami využitia. Názov pŕhľava si 
táto rastlina zaslúžila kvôli svojmu typickému obrannému mechanizmu v podobe chĺpkov trichómov, 
obsahujúcich acetylcholín, histamín, serotonín, moroidín a leukotriény. Kombinácia týchto látok 
spôsobuje pri dotyku trichómu nepríjemné kožné podráždenie.52 
Pŕhľava je však zbieraná ako liečivá rastlina, ktorej výluh obsahuje vysoký podiel vitamínu C, 
stimuluje krvný obeh, podporuje tvorbu červených krviniek, znižuje hladinu glukózy v krvi, má mierny 
močopudný účinok, priaznivo pôsobí na kvalitu vlasov. Dá sa pripraviť ako čaj, prípadne sa konzumujú 
aj pokrmy z nej pripravené, chuťovo pripomínajúce špenát.52  
Chemické zloženie: minerálne látky (najmä horčík), karotenoidy, flavonoidy, organické kyseliny, 
amíny (acetylcholín, histamín, serotonín), sacharidy (arabinóza, galaktóza, glukóza, manóza), vitamíny 
B2, B6 a C, aminokyseliny, glukoníny, triesloviny, fytoncídy, kyselina kremičitá 52 
Rakytník rešetliakový (Hippophae rhamnoides) 
Rakytník je ker so žltými kvetmi a bobuľami oranžovej farby. Z týchto plodov sa pripravujú nápoje, 
džemy, sirupy, likéry a kozmetické prípravky. Je významný najmä v tradičnej čínskej a stredoázijskej 
medicíne, pre antioxidačné, hepatoprotektívne a protirakovinové vlastnosti aktívnych látok, ktoré 
navyše pôsobia stimulačne na imunitný systém. Obsah vitamínu C je niekoľkonásobne vyšší ako napr. 
v citrusových plodoch. Fenolické zlúčeniny obsiahnuté v bobuliach majú baktériostatický vplyv na 
gramnegatívne kmene baktérií, za zmienku stojí napríklad účinnosť voči baktérii Helicobacter pylori, 
ktorá sa pri stresovej záťaži podieľa na vzniku žalúdočných vredov.51 
Chemické zloženie: flavonoly (kaempferol, kvercitín), katechín, epikatechín, kyselina gallová, 
kyselina kumarová, kyselina ferulová, kyselina elagová, tokoferoly, karotenoidy, organické kyseliny 
(etándiová, citrónová, vínna, jablčná, askorbová), lipidy, steroly, monosacharidy 51 
Rumanček kamilkový (Matricaria recutita) 
Rumanček (ľud. „harmanček, kamilka“) je liečivá vonná rastlina čeľade astrovitých, rastúca na 
rumoviskách a lúkach ako poľná burina.54 V liečiteľstve sa používa sušený kvet, pričom odvar z 
rumančeka pôsobí protizápalovo a baktériocídne, podieľa sa na rýchlejšom hojení rán zamedzujúc 
tvorbe jaziev, čaj z kvetov pomáha pri žalúdočných ťažkostiach a spánkových poruchách.56 Výskumy 
potvrdili, že je vhodný i ako ústna voda pri liečbe ústnej sliznice.58 In vitro testy rumančeku odhalili 
jeho význačné antioxidačné a antimikrobiálne vlastnosti, predbežne sa javí použiteľne aj proti 
rakovine59, ďalej proti úzkosti62, esenciálne oleje pôsobia antiviroticky pri herpese simplex63 a jeho 
metanolový extrakt vykazoval potenciálne antialergické vlastnosti.64 Samotná rastlina však môže 
vyvolať alergickú reakciu. 
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Chemické zloženie: terpény (α-bisabolol, apigenin, azulén, β-karyofylén, bisabolén, bisabolol, 
borneol, trans-α-farnesen, trans-β-farnesen, farnezol, geraniol, guajazulén, chamazulén, chamomillol, 
kemferol, levonenol, matricín, matrikarín, thujon), aromatické kyseliny (kyselina salicylová, deriváty 
kyseliny benzoovej, kyselina kávová), kumaríny, steroidy (sitosterol, stigmasterol), flavonoidy 
(apigenín, luteolín, kvercitín), sacharidy, glykozidy, vitamíny (kyselina askorbová, niacín, thiamín) 56 
Skorocel kopijovitý (Plantago lanceolata) 
Skorocel je trsnatá trváca rastlina (môže sa dožívať až 12 rokov), hojne rozšírená na mnohých 
územiach sveta, kde sa vyskytuje na poliach, u ciest, či lúkach.54 Zaraďuje sa k najznámejším liečivým 
rastlinám, charakteristická je jej prízemná ružica kopijovitých listov, kvety tvoria tyčinky s bielymi 
nitkami a žltými pernicami. Využívajú sa listy, ktoré sa sušia na slnku, ktoré sú po vysušení krehké, 
hnedozelenej farby. Nesprávne vysušené sa prejavia čiernym sfarbením a stávajú sa ďalej 
nepoužiteľné.57 
Skorocel sa využíva pre svoje antimikrobiálne, protizápalové a hojivé účinky – prikladá sa na rany, 
popáleniny, ekzémy, na miesta po uštipnutí hmyzom, zapálené oči, prípadne perorálne vo forme výluhu 
sa používa pri liečbach chorôb dýchacích ciest (obsiahnuté slizovité látky podporujú liečbu kašľa vďaka 
svojim účinkom podporujúcim sekréciu hlienu a vykašliavania), tráviacich, pečeňových a žlčníkových  
problémoch, vredových ochoreniach žalúdka a zápaloch močových ciest.57 
Chemické zloženie: iridoidné glykozidy (aukubín, katalpol), slizové polysacharidy (pozostávajúce 
najmä z arabinózy a galaktózy), flavonoidy (apigenín, luteolín), fenyletanoidy (akteozid, 
plantamajozid), fenolkarboxylové kyseliny, taníny, deriváty kyseliny kávovej, terpenoidy 60 
Škorica  
Škorica je aromatická kôra škoricovníkov, stálozelených tropických stromov, pričom najkvalitnejšia 
sa získava zo škoricovníka ceylonského (Cinnamomum zeylanicum) a je považovaná za najstaršie 
korenie. Je aj liečivá, vyrábajú sa z nej silice, tinktúry a oleje. Má korenisto nasladnutú chuť a príjemnú 
vôňu, ktorú jej dodáva najmä obsiahnutá zlúčenina cinnamaldehyd. Pôsobí pozitívne na chuť do jedla, 
podporuje trávenie vďaka stimulácii tráviacich enzýmov a celkovo osviežuje.65 
Zo škoricovníka sa využíva sušená vnútorná časť kôry bohatá na silice. Z listov, vetiev a kvetov sa 
získava škoricový olej. Táto rastlina sa využíva v rôznych priemyselných odvetviach; v potravinárstve 
(prášková škorica pridávaná do rôznych sladkých pokrmov, pečiva, cukrárskych výrobkov, ale 
v niektorých tradičných svetových kuchyniach i do mäsitých jedál), vo farmaceutickom priemysle sa 
používa k úprave nepríjemnej chuti liekov, v likérníctve a pri výrobe vína, pre svoju typickú vôňu sa 
využíva i pri výrobe parfumov, ďalej v kozmetike (výroba mydiel a prípravkov pre ústnu hygienu) 
a v liečiteľstve vďaka vysokému obsahu silíc pomáha krvnému obehu, znižuje krvný tlak, zmierňuje 
menštruácie, zlepšuje trávenie (napomáha metabolizmu tukov, má vplyv na pokles hladiny plazmatickej 
glukózy67), upokojuje koliky, nevoľnosti, slúži ako prostriedok proti nádche, kašľu, chrípke a pri 
vonkajšom použití sa používa proti reumatizmu.66 Dostupné in vitro a in vivo testy dokázali, že škorica 
má protizápalové, antibakteriálne, antioxidačné, protinádorové, imunitu posilňujúce efekty a znižuje 
cholesterol.66 
Chemické zloženie: benzoát sodný, cinnamaldehyd, ethylcinnamát, eugenol, kumarín, kyselina 
škoricová, linalool, safrol 66  
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Obr. 11: Ilustračné fotografie vybraných bylín (1 – klinčekovec voňavý; 2 – pŕhľava dvojdomá;  
3 – plody rakytníka; 4 – rumanček kamilkový; 5 – skorocel kopijovitý; 6 – škorica) 
2.4 Charakteristika enkapsulovaných foriem antimikrobiálnych látok 
Enkapsulácia je proces slúžiaci k zachyteniu aktívnych látok do transportného materiálu, čo je 
užitočný prostriedok k vylepšeniu prenosu bioaktívnych molekúl do živých buniek. Materiály použité 
pre vytvorenie ochranného obalu enkapsulátov musia byť biodegradovateľné a schopné vytvoriť bariéru 
medzi vnútornou fázou a jej okolím.68 Enkapsulačné častice s veľkým potenciálom a využiteľnosťou sa 
ukázali byť lipozómy, ktorých membrána je veľmi podobná štruktúre ľudskej pokožky, preto sa môže 
do nej ľahko integrovať a dopraviť enkapsulovanú látku na miesto určenia. Sú čiastočne odolné i voči 
tráviacim šťavám apod. Sú vhodným prostriedkom k enkapsulácii peptidov, enzýmov a 
nízkomolekulárnych látok (ako napr. antioxidantov a vitamínov).69 Zároveň tieto štruktúry zvyšujú 
stabilitu a trvanlivosť enkapsulovaných látok, najmä nestálych a prchavých zlúčenín.68 
2.4.1 Lipozómy 
Lipozómy boli prvý raz popísané v roku 1965 na Cambridge University. Sú to koloidné častice 
pozostávajúce z membránového systému, zloženého z lipidových dvojvrstiev enkapsulujúcich vodnú 
časť. Vďaka tejto svojej štruktúre, tvorenej oboma fázami – vodnou i lipidovou, môžu byť lipozómy 
využívané k zachyteniu, prenosu a uvoľneniu materiálov rozpustných vo vode, v tukoch i amfifilných 
materiálov. Základný mechanizmus vytvorenia lipozómov a nanolipozómov je jednoduchá hydrofilno-
hydrofóbna interakcia medzi molekulami vody, ktoré majú štruktúru hydrofilnej hlavičky, tvorenej 
polárnou skupinou a fosfolipidmi, orientujúcich sa tak, aby mali čo najmenší kontakt s vodnou fázou, 
čiže sa prejavujú ako hydrofóbny chvost (tvorený dlhým uhľovodíkovým reťazcom). V lipozómoch sú 
hydrofóbne aktívne látky enkapsulované do lipidovej dvojvrstvy a hydrofilné látky do vnútorného 
vodného prostredia.70 Hlavnou výhodou ich využitia je možnosť riadeného uvoľňovania 
zakomponovaných materiálov. V súčasnosti nachádzajú svoje uplatnenie ako biokompatibilné nosiče 
liečiv, proteínov alebo aj DNA pre farmaceutické, kozmetické a biochemické účely.71 
Pri príprave lipozómových častíc je treba venovať obrovskú pozornosť výberu fosfolipidu a vhodnej 
metóde prípravy, na ktorých záleží, aké vlastnosti budú lipozómy mať. Môžu sa líšiť vonkajším 
nábojom, veľkosťou, počtom lamel, atď. Podľa počtu fosfolipidových dvojvrstiev sa lipozómy 
rozdeľujú na unilamelárne a multilamelárne.70 Pre potreby enkapsulácie hydrofilných látok sú 
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vhodnejšie unilamelárne, tvorené len jednou fosfolipidovou dvojvrstvou a veľkým vodným jadrom, 
ktorých priemer sa pohybuje v rozmedzí 25–1 000 nm. Naopak multilamelárne (o priemere 
50–10 000 nm) s minimálne dvomi fosfolipidovými dvojvrstvami, sú vhodné k enkapsulácii 
hydrofóbnych látok, vďaka ich väčšiemu nahusteniu lipidov v štruktúre. Lipofilné látky dokážu 
zachytávať teda aj pasívne.71 
K enkapsulácii vodných extraktov čajov je vhodné pripraviť unilamelárne lipozómy, ktoré sa dajú 
ľahko vytvoriť sonifikáciou zmesi aktívnej zložky s vodnou disperziou fosfolipidov. Konkrétne 
pri tomto procese sa okrem iných dá použiť ľahko dostupný a ekonomicky výhodný fosfolipid lecitín 
v kombinácii s cholesterolom, zlepšujúcim stabilitu lipidovej dvojvrstvy. Lecitín (fosfatidylcholín) sa 
izoluje najmä z prírodných zdrojov ako vaječný žĺtok alebo sójové bôby, dá sa však pripraviť aj 
synteticky.69 
 
 
Obr. 12: Schematický obrázok lipozómu 72 
2.4.2 Metóda dynamického rozptylu svetla 
DLS (Dynamic Light Scattering) je metóda použiteľná pri stanovovaní veľkosti koloidných častíc 
v submikrónovej oblasti, pričom ide o meranie fluktuácie intenzity rozptýleného svetla, emitovaného 
laserom, okolo jej priemernej hodnoty. Fluktuácia súvisí s interferenčným zosilňovaním a zoslabovaním 
svetla rozptýleného na nestacionárnych časticiach disperznej fáze, ktoré podliehajú Brownovmu 
pohybu. Intenzita rozptýleného svetla sa mení priamo úmerne rýchlosti ich pohybu. Je dôležité poriadne 
dbať na správne naplnenie mernej kyvety, pretože akákoľvek nečistota v podobe zrnka prachu alebo 
vzduchovej bubliny môže spôsobiť prekrytie signálu analytu.73 
Veľkosť častíc je vypočítaná pomocou príslušného počítačového softvéru zo získaných informácií, s 
použitím Stokes-Einsteinovej rovnice a autokorelačných funkcií. Výsledkom je distribučná funkcia 
analyzovaného súboru častíc.74 
2.4.3 Zeta potenciál 
Elektrokinetický potenciál (ζ potenciál) vyjadruje veľkosť potenciálovej bariéry častíc koloidnej 
disperzie a vzniká pri pohybe častíc, kedy sa ióny na povrchu častice, vo vnútri difúznej vrstvy, 
pohybujú s časticou, ale len po určitú medzu, tzv. povrch hydrodynamického sklzu. Veľkosť tohto 
potenciálu súvisí so stabilitou daných častíc, kedy pri nevysokom potenciáli, či už kladnom alebo 
zápornom, začne dochádzať k fluktuácii a vločkovaniu jednotlivých častíc. Všeobecne sa považujú 
častice s absolútnou hodnotou ζ potenciálu vyššou ako 30 mV za stabilné, na výslednú hodnotu má však 
výrazný vplyv pH roztoku. 74 
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3 CIEĽ PRÁCE 
Hlavným cieľom tejto práce je testovanie antimikrobiálnej aktivity vybraných prírodných extraktov, 
predovšetkým rastlinného pôvodu. Primárne sa práca zameriava na analýzu a testovanie 
antimikrobiálnej účinnosti rôznych druhov čaju, prípadne ich extrakty a kombinácie s liečivými 
rastlinami.  
K dosiahnutiu hlavného cieľa boli vymedzené tieto čiastkové ciele:  
1. Vypracovanie literárnej rešerše zameranej na prehľad prírodných antimikrobiálnych látok 
rastlinného pôvodu a ich účinky na mikroorganizmy. 
2. Optimalizácia metód stanovenia obsahu antimikrobiálnych látok a testov antimikrobiálneho 
účinku. 
3. Testovanie a vyhodnotenie antimikrobiálneho účinku vybraných prírodných extraktov. 
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4 EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 
4.1 Použité antimikrobiálne látky 
Ako potencionálne antimikrobiálne zložky boli použité čaje Guarana (Paullinia cupana), dodávateľ 
EXOTIC HERBS a sypané čaje komerčne dostupné od dodávateľa OXALIS: 
 Pai Mu Tan „Bílá pivoňka“ (Čína) – zástupca bielych čajov 
 Formosa Gunpowder – zástupca zelených čajov 
 Gunpowder Black „Černý Gunpowder“ – zástupca čiernych čajov 
 Honeybush, Cyclopia intermedia 
 Lapacho, Tabebuia avellanedae 
 Rooibos červený, Aspalathus linearis 
 Rooibos zelený, Aspalathus linearis 
Ďalšie testované rastliny boli byliny od dodávateľa LÉČIVÉ ROSTLINY BRNO, konkrétne: 
 Heřmánek 
 Jitrocel 
 Kopřiva 
 Rakytník 
spolu s bylinami značky AVOKÁDO: 
 Hřebíček 
 Skořice 
4.2 Použité mikroorganizmy 
Pre účely tejto práce boli využité nasledujúce bakteriálne kultúry, pochádzajúce z Českej zbierky 
mikroorganizmov Masarykovej univerzity:  
 Escherichia coli (CCM7395)  
 Micrococcus luteus (CCM1569) 
 Serratia marcescens (CCM8587) 
4.3 Použité chemikálie 
Zoznam použitých chemikálií pre spektrofotometrické stanovenia a prípravu živných médií: 
 Agar, Himedia (India) 
 Dimethylsulfoxid, Lachema (Česká republika) 
 Ethanol 99%, LachNer (Česká republika) 
 Folin-Ciocalteauovo činidlo, Penta (Česká republika) 
 Hovězí extrakt, Himedia (India) 
 Cholesterol, Serva (Nemecko) 
 Kyselina gallová, Sigma-Aldrich (Nemecko) 
 Lecithin, Serva (Nemecko) 
 Nutrient Broth Medium, Himedia (India) 
 Pepton, Himedia (India) 
Ostatné použité chemikálie boli čistoty p.a. a boli získané od bežných dodávateľov. 
4.4 Prístroje a pomôcky 
 Analytické váhy, Boeco (Nemecko) 
 Automatické pipety v rôznom rozsahu objemu – Discovery (Nemecko) a Biohit (Nemecko) 
 ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (Nemecko) 
 Koloidný DLS analyzátor ZetaSizer Nano ZS - Malvern (Veľká Británia) 
 Laminárny box Aura mini – Bioair, EuroClon (Taliansko) 
 Mikrocentrifúga Mikro 120, Hettich Zentrifugen (Nemecko) 
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 Predvážky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Nemecko) 
 Prietokový cytometer - Apogee A50, Apogee Flow Systems (Veľká Británia) 
 Software Dino-Capture 2.0 (Česká republika) 
 Spektrofotometer Thermo Spectronic Helios δ (Veľká Británia) 
 Spektrofotometer – Helios γ, Unicam (Veľká Británia) 
 Termostat IP60, Biotech (Česká republika) 
 Temperovaná trepačka, Heidolph Inkubator 1000 (Nemecko) 
 Ultrazvukový homogenizátor/dispergátor - Bandelin Sonoplus HS3200 - Sonorex Technik 
(Nemecko) 
 Vákuová odparka Werke RV06-ML: IKA (Nemecko) 
 Vortex REax Top, Heidolph (Nemecko) 
4.5 Metódy pre stanovenie aktívnych látok 
Pre spektrofotometrické stanovenie koncentrácie celkových polyfenolov, flavonoidov a samotnej 
antioxidačnej aktivity, boli najskôr zostrojené kalibračné krivky popisujúce závislosť nameranej 
absorbancie pri určitej vlnovej dĺžke roztokov o známej koncentrácii stanovovanej zložky, voči ktorým 
boli neskôr prepočítavané namerané hodnoty jednotlivých stanovovaných roztokov na uniformné 
obsahy charakterizovaných látok. Koncentrácie roztokov boli optimalizované pre konkrétnu metódu. 
4.5.1 Príprava jednotlivých čajových a bylinných extraktov pre stanovenia 
Vodné extrakty čajov 
Vodné extrakty čajov pre stanovenie celkových polyfenolov boli pripravené o koncentrácii 20 mg/ml, 
t.j. 0,2 g navážky čajov boli zaliate 10 ml vriacej vody a boli ponechané 10 minút vylúhovať. Pre 
stanovenie flavonoidov bola použitá koncentrácia 10 mg/ml, pričom bolo navážených 0,1 g na 10 ml. 
Pri stanovení antioxidačnej aktivity činila navážka čajov 0,2 g na 1 ml vody, čiže bola použitá 
koncentrácia 200 mg/ml. 
Vodné extrakty bylín 
Extrakty bylín lúhovaných vo vode boli pripravované analogicky ako v prípade čajov, len v prípade 
klinčekovca a rakytníku bolo potrebné rozotrieť potrebné množstvo využívaných plodov v trecej miske 
s tĺčikom. Pre stanovenie polyfenolov, flavonoidov i antioxidačnej aktivity bola použitá koncentrácia 
133 mg/ml (0,6 g bylín vylúhovaných v 4,5 ml vody).  
Etanolové extrakty čajov 
Čaje o hmotnosti 1 g boli macerované v 10 ml metanolu (viď obrázok 13) a boli ponechané 24 hodín 
v termostate pri 40 °C za priebežného pretrepávania. Po uplynutí tejto doby boli prefiltrované cez gázu 
a rozpúšťadlo bolo odparené na rotačnej vákuovej odparke dosucha. Povlak po odparení bol následne 
rozpustený v 66,5% etanole (0,5 ml vody a 1 ml 99,8% etanolu). 
 
 
Obr. 13: Ukážka čajov lúhovaných v metanole  
Čaje extrahované v DMSO (dimetylsulfoxide) 
Extrakty čajov v DMSO pre stanovenie obsahu polyfenolov a antioxidačnej aktivity boli pripravené 
desaťminútovým lúhovaním 1,0 g navážky jednotlivých čajov v 10 ml roztoku DMSO. 
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4.5.2 Stanovenie celkových polyfenolov 
Meranie kalibračnej závislosti 
Z roztoku kyseliny gallovej o koncentrácii 1 g/l bolo pripravených sedem kalibračných roztokov 
v rozmedzí koncentrácií 0,1–0,7 mg/ml. Z každého z týchto pripravených roztokov bolo do čistých 
a suchých skúmaviek následne odpipetovaných 50 μl, k nim bol pridaný 1 ml vody a 1 ml Folin-
Ciocalteauovho činidla, vopred zriedeného v pomere 1 : 9. Všetky skúmavky boli premiešané pomocou 
prístroja Vortex, a po 5-minútovom odstátí pri laboratórnej teplote bol do nich pridaný 1 ml nasýteného 
roztoku uhličitanu sodného a roztoky boli opäť premiešané. Po 15 minútach bola spektrofotometricky 
zmeraná absorbancia pripravených roztokov pri vlnovej dĺžke 750 nm. Ako blank bol použitý roztok 
pripravený rovnako ako kalibračné roztoky, len namiesto štandardného roztoku kyseliny gallovej bola 
použitá destilovaná voda. 
Vlastné stanovenie 
Z pripravených extraktov popísaných v kapitole 4.5.1 bolo odpipetovaných 50 μl a ďalší postup bol 
analogický ako v prípade merania kalibračnej závislosti, pričom bol každý roztok premeraný tri razy pre 
zminimalizovanie chyby merania. 
4.5.3 Stanovenie celkových flavonoidov 
Meranie kalibračnej závislosti 
Kalibračná krivka bola prevádzaná pomocou štandardného roztoku katechínu o koncentrácii 1 g/l, z 
ktorého bolo pripravených šesť kalibračných roztokov so vzostupnými koncentráciami v rozmedzí 
0,05–0,3 mg/ml. Z každého z týchto pripravených roztokov bolo do čistých a suchých skúmaviek 
následne odpipetovaných 0,5 ml, k nim bolo pridaných 1,5 ml vody a 0,2 ml 5% roztoku NaNO2. Všetky 
skúmavky boli premiešané pomocou prístroja Vortex, a po 5-minútovom odstátí bolo do nich pridaných 
0,2 ml 10% roztoku AlCl3. Následne boli roztoky opäť zhomogenizované a po ďalších 5 minútach 
odstátia pri laboratórnej teplote bolo do nich pridaných 1,5 ml 1M roztoku NaOH a 1 ml vody. Roztoky 
boli opäť premiešané. Po 15 minútach bola spektrofotometricky zmeraná absorbancia pripravených 
roztokov pri vlnovej dĺžke 510 nm. Ako blank bol použitý roztok pripravený rovnako ako kalibračné 
roztoky len namiesto katechínu bola použitá destilovaná voda. 
Vlastné stanovenie 
Z pripravených extraktov popísaných v kapitole 4.5.1 bolo odpipetovaných 0,5 ml a ďalší postup bol 
analogický ako v prípade merania kalibračnej závislosti. Pre každý roztok bola absorbancia meraná tri 
razy. 
4.5.4 Stanovenie antioxidačnej aktivity 
Pri stanovovaní antioxidačnej aktivity bola využitá metóda TEAC, využívajúca ABTS+. Najskôr bol 
pripravený roztok ABTS+, ktorý bol rozpustený vo vode na koncentráciu 7 mmol/l, následne bol do 
neho pridaný K2S2O8 do výslednej koncentrácie 2,45 mmol/l. Pripravený roztok bol potom uložený do 
tmy a ponechaný odstáť minimálne 12 hodín. 
Pred samotným spektrofotometrickým meraním bol tento roztok ešte nariedený 99,8% etanolom na 
absorbanciu A = 0,7 ± 0,02 pri vlnovej dĺžke 734 nm. Potom bola stanovená východisková absorbancia 
daného roztoku A0, pričom bolo do 1 ml zriedeného ABTS+ pridaných 10 l rozpúšťadla.  
Meranie kalibračnej závislosti 
Kalibrácia sa prevádzala pomocou kalibračnej rady roztoku Troloxu, pripraveného rozpustením 
v 60% etanole. Z tohto roztoku bolo pripravených osem roztokov o vzostupných hodnotách koncentrácií 
v rozmedzí 50–400 μg/ml. Do zúženej kyvety potom bolo napipetovaných 10 μl týchto kalibračných 
roztokov a 1 ml zriedeného ABTS+, zmes bola ponechaná 10 minút v tme a následne bola tri razy 
zmeraná absorbancia pri daných 734 nm. 
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Vlastné stanovenie 
Z pripravených vzoriek popísaných v kapitole 4.5.1 bolo odpipetovaných 10 μl, zmiešaných 
s 1 ml zriedeného roztoku ABTS+ a ďalší postup bol analogický ako v prípade merania kalibračnej 
závislosti. 
4.6 Príprava a charakterizácia lipozómových častíc 
4.6.1 Príprava lipozómových častíc pomocou ultrazvuku 
Najskôr boli pripravené vodné extrakty čajov o koncentrácii 75 mg/ml (navážka 1,2 g čaju zaliata 
16 ml vriacej vody), po desiatich minútach bolo do skúmaviek odobraných 10 ml z každej vzorky. 
K tomuto množstvu extraktu určeného k enkapsulácii bolo po vychladnutí pridaných 180 mg lecitínu 
a 10 mg cholesterolu. Pripravená zmes bola následne emulgovaná pomocou tyčového ultrazvuku po 
dobu jednej minúty  za súčasného chladenia vo vodnom kúpeli. Porovnávacie prázdne častice boli 
pripravené obdobne, len namiesto čajového extraktu bola enkapsulovaná voda. 
4.6.2 Stanovenie enkapsulačnej účinnosti lipozómov a dlhodobej účinnosti častíc 
Z pripravených emulzií lipozómových častíc bol odobratý 1 ml do Eppendorf skúmaviek, ktoré boli 
podrobené centrifugácii za laboratórnej teploty pri 14 000 otáčkach po dobu 2 minút. Zo supernatantu 
bol odobraný odpovedajúci objem pre spektrofotometrické stanovenie prítomných polyfenolov (viď 
kapitola 4.5.2). Enkapsulačná účinnosť bola potom stanovená z rozdielu obsahu polyfenolov pred a po 
enkapsulácii a z obsahu polyfenolov v prázdnych časticiach. 
Pre stanovenie dlhodobej stability lipozómov boli najprv pripravené dva druhy roztokov; v prvom 
prípade boli častice uskladnené v pripravenej koncentrácii po enkapsulácii, v druhom prípade boli 5x 
zriedené vodou. Takto pripravené zmesi boli uchovávané v plastových skúmavkách, v chladničke 
pri 5 °C a v určitých časových intervaloch (7 dní, 1 mesiac, 2 mesiace) sa premeralo množstvo 
polyfenolov. Tento obsah sa porovnával s ich počiatočným množstvom. Meranie sa vykonávalo podľa 
postupu stanovovania polyfenolov, uvedeného v kapitole 4.5.2. 
4.6.3 Stanovenie veľkosti častíc pomocou DLS a stability pomocou zeta potenciálu 
Veľkosť a stabilita pripravených častíc bola meraná pomocou prístroja Zetasize Nanoseries, kedy boli 
premeriavané vzorky častíc vhodne zriedené Mili-Q vodou a analyzované. 
4.7 Antimikrobiálne testy 
Pre samotné antimikrobiálne stanovenia bol ako modelový organizmus zvolený jeden grampozitívny 
bakteriálny kmeň Micrococcus luteus a dva gramnegatívne bakteriálne kmene – Escherichia coli 
a Serratia marcescens. 
4.7.1 Kultivácia a uchovávanie mikroorganizmov 
Kultúry boli dlhodobo skladované na pevných agarových živných pôdach vo forme krížového 
rozteru, v chladničke pri teplote 4 °C. Pred každým testom bolo z tejto dlhodobo uchovávanej kultúry 
pripravené inokulum preočkovaním pomocou bakteriologickej kľučky do nového sterilného tekutého 
média o objeme 50 ml, pripraveného v Erlenmeyerovej banke o objeme 100 ml. Zaočkované médium 
sa následne 24 hodín pretrepávalo v termostate pri 37 °C. Po uplynutí 24 hodín sa z pripraveného 
inokula preočkoval 1 ml do nového sterilného tekutého média, pripraveného analogicky ako pri prvom 
očkovaní, a opäť sa nechal inkubovať v termostate za stáleho pretrepávania po dobu 24 hodín. 
4.7.2 Príprava médií 
Tekuté médium pre všetky tri používané bakteriálne kmene bolo pripravené podľa návodu udávaného 
výrobcom Nutrient Broth média (obsahujúce peptón, hovädzí extrakt a chlorid sodný) – médium bolo 
rozmiešané v studenej vode, aby dosiahlo koncentráciu 25 g/l pre požadovaný objem. Samotná 
sterilácia médií sa následne vykonávala v tlakovom hrnci s polootvoreným ventilom po dobu 60 minút. 
27 
 
Pre zvýšenie sterilačného efektu a minimalizovanie hrozby kontaminácie pri testovaní, boli média po 
24 hodinách znovu sterilizované.  
Tuhé médium sa pripravilo pridaním 15 g agaru na 1 l vody, ďalší postup bol analogický. 
4.7.3 Bujónová mikrodilučná metóda 
Do jamôk mikrotitračnej doštičky bolo postupne nanesených 150 μl bakteriálnej kultúry (pripravenej 
podľa návodu v kapitole 4.7.1), ku ktorým bolo nanesených 50 μl antimikrobiálnej látky, t. j. čajového 
extraktu, lipozómových častíc, extraktu bylín alebo ich kombinácie. Zároveň boli pripravené 
i porovnávacie blanky, do ktorých bolo k bakteriálnej kultúre pridaných 50 μl vody alebo iného 
použitého rozpúšťadla. Ako blanky použitých antimikrobiálnych látok slúžili jamky naplnené 150 μl 
vody miesto baktériálnych buniek a 50 μl danej látky. 
Rast baktérií v podobe zmeny zákalu bol meraný v čase 0 a po 24 hodinách pomocou prístroja ELISA 
pri 630 nm. Pre zamedzenie vplyvu farby čaju boli pripravené jamky naplnené len čajom a čistou vodou, 
a hodnoty absorbancie týchto roztokov boli odpočítané od tých i s kultúrami. 
4.7.4 Stanovenie koncentrácie a viability buniek metódou prietokovej cytometrie 
Pre účely tohto druhu testu bol pripravený rad skúmaviek, obsahujúcich 5 ml sterilného média, 
zaočkovaného 2 % suspenziou baktériálneho inokula. Do skúmaviek bol pridaný 1 ml antimikrobiálnej 
látky a následne boli inkubované 24 hodín v termostate pri 37 °C. Po uplynutí danej doby bola zisťovaná 
koncentrácia a viabilita buniek pomocou prietokovej cytometrie. 
Vzorky boli prenesené a vhodne zriedené v Eppendorf skúmavkách, pre stanovenie viability k nim bol 
pridaný roztok propidiumjodidu, ktorý sa používa na zafarbenie mŕtvych buniek, o výslednej 
koncentrácii 5 μl/ml a zmes bola ponechaná 10 minút v tme. Takto pripravené vzorky boli umiestnené 
do cytometra a bola stanovená mortalita buniek. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUSIA 
5.1 Stanovenie celkových polyfenolov a flavonoidov 
Koncentrácia celkových polyfenolov bola stanovená na základe rovnice lineárnej regresnej krivky, 
ktorá popisuje kalibračnú závislosť roztokov (v koncentračnom rozmedzí 0,1–0,7 mg/ml) kyseliny 
gallovej (obrázok 14). Pre každý roztok boli namerané tri hodnoty absorbancie a do závislosti bol 
vnesený ich optimalizovaný priemer. 
 
 
Obr. 14: Kalibračná krivka kyseliny gallovej pre stanovenie celkových polyfenolov 
 
Koncentrácia celkových flavonoidov bola stanovená na základe rovnice lineárnej regresnej krivky, 
ktorá popisuje kalibračnú závislosť roztokov (o koncentráciách 0,05–0,3 mg/ml) katechínu 
(obrázok 15). Pre každý roztok boli namerané tri hodnoty absorbancie a do závislosti bol vnesený ich 
optimalizovaný priemer. 
 
 
Obr. 15: Kalibračná krivka katechínu pre stanovenie celkových flavonoidov 
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5.1.1 Stanovenie polyfenolov a flavonoidov vo vodných extraktoch čajov a bylín 
Stanovenie celkových polyfenolov sa prevádzalo pomocou Folin-Ciocalteauovho činidla, 
obsahujúceho molybdénany a wolfrámany, ktoré po redukcii dávajú modro sfarbené oxidy. Intenzita 
sfarbenia odpovedá množstvu fenolov, ktoré boli pri tejto reakcii oxidované, a takto sfarbený roztok je 
vhodný pre spektrofotometrickú analýzu pri vlnovej dĺžke 750 nm. Kalibrácia bola vykonaná pre roztok 
kyseliny gallovej, takže výsledné hodnoty sa dajú vyhodnotiť ako ekvivalent kyseliny gallovej podľa 
kalibračnej závislosti A = 1,3679 · c. 
Pri stanovovaní celkových flavonoidov dochádza ku vzniku oranžovočervených komplexov chloridu 
hlinitého s keto- a hydroxyskupinou flavonoidov. Sfarbenie roztoku odpovedá množstvu prítomných 
flavonoidov a je vhodné pre spektrofotometrické stanovenie pri vlnovej dĺžke 510 nm. Obsah 
flavonoidov bol kalibrovaný na katechín a rovnica kalibračnej krivky predstavuje A = 4,4579 · c. 
Výsledné hodnoty absorbancií roztokov jednotlivých druhov sypaných čajov o koncentrácii 20 mg/ml 
pre stanovenie polyfenolov a 10 mg/ml pre stanovenie flavonoidov boli spriemerované a prepočítané na 
hmotnosti polyfenolov a flavonoidov obsiahnutých v 1 grame daného čaju. V  tabuľke 1 sú zhrnuté 
vypočítané hodnoty. 
 
Tab. 1: Obsah polyfenolov a flavonoidov vo vodných extraktoch skúmaných čajov a bylín 
Čaje: Obsah polyfenolov [mg/g] Obsah flavonoidov [mg/g] 
Bílá pivoňka  102,19  0,22 4,87  0,09 
Gunpowder Black  20,89  0,17 0,32  0,24 
Gunpowder Formosa  85,57  1,00 6,12  0,31 
Guarana 83,13  0,00 36,74  0,20 
Honeybush 16,90  0,39 0,96  0,03 
Lapacho 26,82  0,44 3,99  0,08 
Rooibos červený 60,30  1,55 12,05  0,42 
Rooibos zelený 90,39  0,50 18,56  0,03 
 
Byliny: Obsah polyfenolov [mg/g] Obsah flavonoidov [mg/g] 
Klinčekovec voňavý 18,51  0,72 1,89  0,07 
Pŕhľava dvojdomá 3,43  0,05 0,55  0,06 
Rakytník rešetliakový 6,41  0,02 0,42  0,02 
Rumanček kamilkový  3,85  0,06 1,12  0,01 
Skorocel kopijovitý 10,98  0,29 0,62  0,06 
Škorica 4,69  0,09 2,35  0,01 
 
Výsledné hodnoty potvrdili fakt, že fermentované čaje obsahujú menej polyfenolických zlúčenín ako 
nefermentované. Táto skutočnosť je pekne viditeľná v grafe (obrázok 16), kde je markantný rozdiel 
medzi čiernym čajom (Gunpowder Black) a zeleným (Gunpowder Formosa). Ďalej je to vidno 
i v prípade dvoch druhov rooibosu, kedy fermentovaný červený rooibos obsahuje menej polyfenolov 
ako nefermentovaný zelený rooibos. 
Celkovo je však viditeľné, že v čajoch (príp. použitých nečajoch), je obsah polyfenolov aj 
flavonoidov zásadne vyšší ako v testovaných bylinách. Obsah aktívnych látok bylín mohol byť čiastočne 
ovplyvnený dĺžkou skladovania testovaných druhov, pretože boli stanovované približne rok po ich 
zakúpení.  
Každopádne za rastliny obsahujúce najvyššie množstvo polyfenolov, a im úmerný obsah flavonoidov, 
sa dajú považovať z klasických čajov biely a zelený, ďalej rooibos, najmä nefermentovaný a vysokých 
hodnôt dosiahla i guarana. Najnižšie množstvo bolo stanovené u honeybushu. Z bylín sa dá za najviac 
polyfenolmi zastúpený druh považovať klinčekovec a najnižšieho obsahu dosiahla pŕhľava. 
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Obr. 16: Obsah polyfenolov a flavonoidov vo vodných roztokoch čajov a bylín 
 
V prípade flavonoidov dosiahla najvyššieho množstva bezkonkurenčne guarana, ktorej obsah 
flavonoidov tvoril 44 % z celkového množstva polyfenolov. Medzi bylinami to bola škorica, ktorej 
obsah flavonoidov činil 50 % celkového množstva polyfenolov, ale i tak sa čaje opäť preukázali ako 
omnoho viac zastúpené množstvom flavonoidov, ako i v prípade polyfenolov. Najnižších hodnôt 
v tomto stanovovaní dosiahol čierny čaj, poznačený fermentačným procesom, a z bylín rakytník. 
5.1.2 Porovnanie obsahu polyfenolov vo všetkých čajových extraktoch 
Stanovenie celkových polyfenolov sa opäť prevádzalo pomocou Folin-Ciocalteauovho činidla 
a výsledné absorbancie jednotlivých typov extraktov boli spriemerované  a prepočítavané na obsah 
polyfenolov v 1 g daného čaju podľa kalibračnej závislosti A = 1,3679 · c. V  tabuľke 2 sú zhrnuté 
vypočítané hodnoty. 
 
Tab. 2: Obsah polyfenolov a flavonoidov vo vodných extraktoch skúmaných čajov a bylín 
Obsah polyfenolov [mg/g] 
Čaje Vodné extrakty EtOH extrakty DMSO extrakty 
Bílá pivoňka 102,19  0,22 3,50  0,18 10,62  0,34 
Gunpowder Black 20,89  0,17 2,69  0,07 3,53  0,08 
Gunpowder Formosa 85,57  1,00 3,31  0,16 9,63  0,16 
Guarana 83,13  0,00 2,74  0,10 8,26  0,25 
Honeybush 16,90  0,39 2,60  0,16 2,39  0,52 
Lapacho 26,82  0,44 2,50  0,21 2,59  0,09 
Rooibos červený 60,30  1,55 2,97  0,04 6,58  0,63 
Rooibos zelený 90,39  0,50 3,32  0,13 11,14  0,13 
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Cieľom tohto porovnania bolo určiť najefektívnejšie rozpúšťadlo, ktoré by najmenej znížilo obsah 
polyfenolov prítomných v jednotlivých čajových extraktoch. Z výsledného grafu (obrázok 17) jasne 
plynie, že ako najvhodnejšie rozpúšťadlo sa vo všetkých prípadoch prejavila voda, v ktorej bol 
niekoľkonásobne vyšší podiel polyfenolov, zachovaných po extrakcii, ako v etanolových, či DMSO 
extraktoch. Najviac deštruktívnou operáciou sa ukázal byť proces získavania etanolových extraktoch, 
ktorých obsah celkových polyfenolov poklesol najvýraznejšie. 
5.2 Stanovenie antioxidačnej aktivity pomocou metódy TEAC 
Celková antioxidačná aktivita využívajúca roztok ABTS+, bola určovaná na základe kalibračnej 
závislosti vzostupnej koncentračnej rady použitých štandardných roztokov Troloxu, pričom boli pre 
každý roztok namerané tri absorbancie a do výslednej závislosti bol vložený ich optimalizovaný priemer 
podľa postupu v kapitole 4.5.4.  
Do kalibračnej závislosti boli vynášané hodnoty rozdielu počiatočnej absorbancie A0 a absorbancií 
nameraných po 10 minútach. Rovnica kalibračnej krivky bola určená ako x0,0014y  . 
 
Samotné vzorky boli vyhodnocované rovnako ako body kalibračnej krivky, pričom sa výsledná 
antioxidačná aktivita dá interpretovať ako ekvivalentné množstvo Troloxu v danej vzorke. V  tabuľke 3 
sú zhrnuté vypočítané hodnoty pre extrakty čajov. 
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Obr. 17: Grafické vyjadrenie obsahu polyfenolov jednotlivých čajov v závislosti od použitého 
rozpúšťadla 
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Tab. 3: Antioxidačná aktivita rôznych typov čajových extraktov 
Antioxidačná aktivita [mg/g] 
Čaje Vodné extrakty EtOH extrakty DMSO extrakty 
Bílá pivoňka 2,46  0,00 6,53  0,01 1,36  0,01 
Gunpowder Black 2,46  0,00 6,87  0,05 1,41  0,06 
Gunpowder Formosa 2,47  0,00 7,00  0,02 1,37  0,00 
Guarana 2,41  0,01 6,85  0,02 1,41  0,02 
Honeybush 2,45  0,00 6,60  0,04 1,35  0,04 
Lapacho 2,44  0,01 4,50  0,03 1,31  0,04 
Rooibos červený 2,41  0,00 6,94  0,05 1,25  0,02 
Rooibos zelený 2,46  0,00 6,96  0,00 0,81  0,04 
 
 
Výsledné hodnoty antioxidačnej aktivity pomocou metódy ABTS+ sa výrazne líšia od obsahu 
celkových polyfenolov. Tieto rozdiely mohli byť spôsobené prítomnosťou nejakej ďalšej látky 
s antioxidačnými vlastnosťami, ktorá však nebola detekovaná. Zásadný rozdiel je i v najúčinnejšom 
rozpúšťadle, ktorým sa v tomto prípade stal etanol. DMSO sa ale opäť preukázal ako nevhodný pri 
determinácii antioxidantov. Antioxidačná aktivita väčšiny vzoriek čajov je podobná s výnimkou čaju 
lapacho v etanolovom extrakte a zelený rooibos v DMSO. 
Antioxidačná aktivita vodných extraktov bylín bola stanovená analogicky ako pre čaje, podľa postupu 
v kapitole 4.5.4. Výsledné hodnoty sú zhrnuté v tabuľke 4. 
 
Tab. 4: Antioxidačná aktivita stanovená pre jednotlivé byliny 
Byliny Antioxidačná aktivita [mg/g] 
Klinčekovec voňavý 2,41  0,01 
Pŕhľava dvojdomá 1,74  0,06 
Rakytník rešetliakový 2,53  0,05 
Rumanček kamilkový  2,51  0,02 
Skorocel kopijovitý 2,24  0,04 
Škorica 2,41  0,00 
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Obr. 18: Grafické vyjadrenie antioxidačnej aktivity jednotlivých čajových extraktov 
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Obr. 19: Grafické vyjadrenie antioxidačnej aktivity jednotlivých bylinných extraktov 
 
Z grafu (obrázok 19) je patrné, že antioxidačná aktivita jednotlivých bylín sa veľmi nelíši. Najnižšia 
bola stanovená u pŕhľavy, čo by zodpovedalo i výslednému celkovému obsahu polyfenolov, ktorý bol 
u tejto byliny tiež najnižší. Najvyššia sa preukázala u rakytníka, ktorý len s veľmi malým náskokom 
predbehol rumanček. V porovnaní s obsahom polyfenolov sú tieto výsledky odlišné, čo by sa dalo 
podobne ako u čajov vysvetliť prítomnosťou ďalších antioxidačných zložiek v danom rastlinnom 
organizme. 
Celkovo z predchádzajúcich stanovení vyplýva, že antioxidačná aktivita je vo vodných extraktoch či 
už čajov alebo bylín pomerne podobná a významné rozpúšťadlo sa pri tomto meraní ukázal etanol. 
5.3 Charakteristika lipozómových častíc 
Vodné extrakty čajov boli enkapsulované do lipozómových častíc so zámerom zvýšiť ich stabilitu, 
mechanickú odolnosť a účinnosť voči mikrobiálnym kultúram, poprípade zlepšiť ich vlastnosti. 
Lipozómy boli pripravené podľa návodu v kapitole 4.6. Následne boli tieto častice podrobené rôznym 
testom, ktorých prehľad a výsledky prináša nasledujúca časť tejto práce. 
5.3.1 Stanovenie enkapsulačnej účinnosti čajových extraktov 
Presný postup stanovenia je popísaný v kapitole 4.6.2. Princípom tohto testovania je odseparovanie 
centrifugáciou supernatantu, obsahujúceho zložky nefixované v lipozómoch, od sedimentu 
obsahujúceho samotné častice s enkapsulovanými aktívnymi zložkami. Po stanovení polyfenolov 
v supernatante a v pripravených lipozómových časticiach, odpovedá efektivita enkapsulácie práve 
rozdielu týchto nameraných množstiev. Korektúra sa vykonáva voči prázdnym lipozómom. Výsledky 
sú zhrnuté v tabuľke 5. 
 
Tab. 5: Výsledné hodnoty obsahu polyfenolov pri stanovovaní enkapsulačnej účinnosti 
Čaje 
Obsah polyfenolov v roztoku [mg/ml] Enkapsulačná 
účinnosť [%] Pred enkapsuláciou Po enkapsulácii 
Bílá pivoňka 1,653 ± 0,000 1,219 ± 0,000 26,28 
Gunpowder Black 0,563 ± 0,001 0,399 ± 0,001 29,09 
Gunpowder Formosa 2,206 ± 0,000 1,709 ± 0,000 22,52 
Guarana 2,465 ± 0,000 2,210 ± 0,000 10,36 
Honeybush 0,480 ± 0,001 2,210 ± 0,000 22,35 
Lapacho 0,292 ± 0,002 0,184 ± 0,002 36,89 
Rooibos červený 1,050 ± 0,000 0,776 ± 0,001 26,06 
Rooibos zelený 1,437 ± 0,000 1,080 ± 0,000 24,89 
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Obr. 20: Enkapsulačná účinnosť lipozómových častíc zoradená od najúčinnejšej vzorky 
 
Z výsledného grafu (obrázok 20) sa dá vydedukovať, že enkapsulácia je neefektívna hlavne v prípade 
vodného extraktu guarany. U zvyšných čajov sa efektivita pohybovala medzi 22-37 %, medzi 
jednotlivými vzorkami neboli výrazné rozdiely. Najvyššia účinnosť sa prejavila u vzorky lapacha, 
z čoho vyplýva, že v pripravených lipozómov z extraktu lapacha sa nachádza po enkapsulácii 
zachovaných najviac aktívnych zložiek z pôvodného množstva. 
5.3.2 Veľkosť a stabilita lipozómových častíc 
K tomuto meraniu bol použitý prístroj ZetaSizer Nano ZS, ktorý dokáže metódou DLS analyzovať 
koloidné častice vzhľadom na ich veľkosť a rozdelenie veľkostí. Po vhodnom zriedení danej vzorky boli 
pomocou príslušného softvéru vypočítané priemerné veľkosti lipozómov, uvedené v tabuľke 6. 
Po použití nástavca s elektródou mohol byť v premeriavaných vzorkách zmeraný aj ich zeta potenciál. 
Hodnoty zeta potenciálu hovoria o koloidnej stabilite danej častice, a všeobecne sa za veľmi stabilnú 
časticu považuje tá, ktorej absolútna hodnota zeta potenciálu presahuje 60 mV, hodnota do 30 mV 
vypovedá o dobrej stabilite, do 20 mV sa dá ešte hovoriť o stabilite, ale s klesajúcim zeta potenciálom 
klesá i stabilita častíc. V prípade, že je menší ako 5 mV, už budú častice veľmi nestabilné a budú sa 
veľmi rýchlo zhlukovať a deformovať sa.  
Spriemerované hodnoty nameraného zeta potenciálu z dvoch meraní sa nachádzajú taktiež v tabuľke 6, 
v ktorej boli tmavo farebne zvýraznené najstabilnejšie častice a bledšou farbou označené menej stabilné. 
 
Tab. 6: Výsledné priemerné veľkosti lipozomálnych častí a ich zeta potenciál 
Vzorka Priemerná veľkosť [nm] Priemerný zeta potenciál [mV] 
Bílá pivoňka 249,2 −47,0 
Gunpowder Black 262,3 −35,5 
Gunpowder Formosa 328,2 −38,5 
Guarana 337,2 −36,1 
Honeybush 294,1 −37,5 
Lapacho 222,0 −37,4 
Rooibos červený 423,7 −38,5 
Rooibos zelený 319,2 −36,7 
Prázdne častice 187,0 −43,5 
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Z tabuľky 6 vyplýva, že priemerná veľkosť častíc sa pohybuje medzi 200-430 nm a najväčšiu veľkosť 
častíc dosiahla vzorka červeného rooibosu, ktorá činila 423,7 nm. Takmer najmenšiu veľkosť, ale zato 
najvyššiu stabilitu preukázali lipozómy bieleho čaju. Najmenšiu veľkosť dosiahlo lapacho so svojimi 
222,0 nm. Z výsledných hodnôt zeta potenciálu však vidieť, že všetky častice boli pomerne dobre 
stabilné, najnižšia hodnota bola stanovená pre vzorku čierneho čaju, ale so stabilitou −35,5 mV sa stále 
dá zaradiť medzi dobre stabilné lipozómy. 
 
Na obrázku 21 je znázornená distribúcia veľkostí vybraných lipozómov – najväčšie častice červeného 
rooibosu, najmenšieho lapacha a prázdne lipozómy bez enkapsulovaného extraktu. Prázdne lipozómy 
sú na tomto obrázku ľahko rozpoznateľné, pretože graf ich funkcie má nerušený konkávny priebeh. 
5.3.3 Dlhodobá stabilita enkapsulovaných zložiek v lipozómoch 
Pripravené častice boli pozorované po dobu 2 mesiacov s cieľom stanoviť ich dlhodobú stabilitu vo 
vodnom prostredí. Periodicky bolo opakované meranie celkového množstva obsiahnutých polyfenolov, 
vďaka ktorému sa dá posúdiť, ako sa zmenil obsah polyfenolov v porovnaní s počiatočným množstvom 
v čerstvých lipozómoch a teda aké množstvo aktívnych látok sa z častíc uvoľnilo. Zároveň bol 
sledovaný rozdiel v hodnotách medzi časticami v pôvodnej koncentrácii a časticami 5-krát zriedenými 
destilovanou vodou. Podrobný postup je popísaný v kapitole 4.6.2. 
  
Tab. 7: Výsledné percentuálne zastúpenie polyfenolov uvoľnených z lipozómov 
Koncentrované častice 
Množstvo uvoľnených polyfenolov z lipozómov [%] 
7 dní 30 dní 60 dní 
Bílá pivoňka 104,8 88,0 84,2 
Gunpowder Black −14,7 107,7 61,2 
Gunpowder Formosa 117,6 −108,9 102,5 
Guarana 120,6 −55,0 −108,2 
Honeybush 111,1 69,6 91,5 
Lapacho 117,9 106,2 105,8 
Rooibos červený 67,4 62,3 32,1 
Rooibos zelený 100,8 55,8 109,0 
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Obr. 21: Veľkostná distribúcia vybraných lipozómových vzoriek 
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Zriedené častice 7 dní 30 dní 60 dní 
Bílá pivoňka 103,7 −28,6 −30,4 
Gunpowder Black 108,6 −11,3 3,3 
Gunpowder Formosa 115,1 20,7 −13,8 
Guarana 120,3 −12,4 10,1 
Honeybush 18,9 −10,1 −7,0 
Lapacho 47,8 19,9 17,1 
Rooibos červený 105,8 11,2 0,6 
Rooibos zelený 107,0 22,6 15,4 
 
V tabuľke 7 sú zhrnuté všetky vypočítané hodnoty percentuálnych zmien daných častíc. Jasne z nej 
vyplýva, že takmer vo všetkých prípadoch sa už po týždni uvoľnilo všetko množstvo polyfenolov. 
Výnimku tvoria častice červeného rooibosu, kde sa v časticiach zachovalo 33 % polyfenolov. V prípade 
nezriedených častíc čierneho čaju však bol trend opačný a bol zaznamenaný pokles koncentrácie 
polyfenolov. Záporná hodnota v tabuľke vyjadruje, že obsah látky je menší ako hodnota v počiatočnom 
stanovovaní. K tomuto javu mohlo dôjsť dôsledkom deštrukcie látky v roztoku, prípadne daného 
lipozómu bez uvoľnenia aktívnej látky. V prípade zriedených častíc sa preukázala dobrá stabilita 
po týždni u vzorky honeybushu, kedy obsah polyfenolov poklesol len o 18,9 % a u vzorky lapacha, kde 
sa zredukoval obsah polyfenolov na približne polovicu. V zvyšných časticiach došlo k úplnému 
uvoľneniu látky. 
Po mesiaci je opäť zaznamenaný pokles obsahu polyfenolov, aj keď miernejší ako po prvom týždni. 
V prípade zeleného čaju a guarany došlo ku deštrukcii polyfenolov, a polyfenoly z lipozómov čierneho 
čaju a lapacha sa úplne uvoľnili. Pri zriedených časticiach sa dá hovoriť po dobe jedného mesiaca 
o prevažne nízkom uvoľňovacom procese, v polovici prípadov došlo k deštrukcii polyfenolov a v druhej 
polovici sa uvoľnila maximálne pätina množstva polyfenolov. 
Po dvoch mesiacoch je v neriedených lipozómoch stále výrazný pokles látok a vysoká miera 
uvoľňovania, zatiaľ čo u riedených sú zmeny minimálne. 
5.3.4 Antioxidačná aktivita lipozómových častíc 
Antioxidačné pôsobenie bolo skúmané v čerstvých lipozómoch, pričom pre porovnanie bolo merané 
v pripravenom roztoku častíc, a po následnej centrifugácii (2 minúty pri 14 000 otáčkach) bola 
antioxidačná aktivita stanovená aj vo vzniknutom supernatante a vo vode rozsuspendovanom sedimente 
častíc. Metóda stanovenia je detailnejšie popísaná v kapitole 4.5.4. Výsledné hodnoty sú zhrnuté v 
tabuľke 8. 
 
Tab. 8: Výsledné hodnoty antioxidačnej aktivity celkových častíc a ich jednotlivých frakcií 
Antioxidačná aktivita [mg/g] 
Čaje Roztok častíc Supernatant Rozsuspendované častice 
Bílá pivoňka 9,95  0,01 5,48  0,02 10,11  0,01 
Gunpowder Black 9,83  0,08 5,48  0,05 8,34  0,21 
Gunpowder Formosa 9,85  0,02 5,48  0,01 10,11  0,00 
Guarana 9,44  0,03 5,18  0,09 9,98  0,00 
Honeybush 9,83  0,07 5,25  0,15 5,50  0,10 
Lapacho 8,30  0,19 3,87  0,34 5,36  0,19 
Rooibos červený 9,79  0,09 5,46  0,00 6,60  0,07 
Rooibos zelený 9,71  0,13 5,44  0,02 10,05  0,04 
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Obr. 22: Rozdiel antioxidačnej aktivity lipozómov oproti neenkapsulovaným vodným extraktom čajov 
 
Na obrázku 22 je prehľadne vidieť o akú hodnotu sa zvýšila antioxidačná aktivita enkapsulovaných 
vzoriek čajov oproti neenkapsulovaným extraktom. Vo všetkých prípadoch išlo o výrazné zvýšenie 
antiradikálovej účinnosti s približne rovnakou mierou efektivity. V porovnaní s ostatnými vzorkami 
dosiahlo najnižších hodnôt u všetkých troch roztokov lapacho. Pripravené lipozómy sa teda môžu 
považovať za veľmi výhodný spôsob enkapsulácie antioxidačne účinných látok. 
5.4 Antimikrobiálne testy 
Stanovenie antimikrobiálnej aktivity ako hlavnej súčasti tejto práce, bolo prevádzané najmä pomocou 
dvoch metód. Prvou z nich bola bujónová metóda založená na fotometrických meraniach zmeny zákalu 
baktériálnej kultúry, spôsobenej účinkami potencionálne antimikrobiálnej látky a meranie bolo 
prevádzané v jamkách mikrotitračnej doštičky pomocou prístroja ELISA. Druhou metódou bolo 
stanovenie viability bakteriálnych buniek pomocou merania na cytometri. Podrobnejší postup bol 
spomínaný v kapitole 4.7. Tieto testy boli časovo pomerne náročné, keďže bolo potrebné zachovávať 
absolútnu sterilitu, ponechať bakteriálne inokulá predpísanú dobu inkubovať a premeriavať nárast 
mikroorganizmov v určitých časových intervaloch, obvykle po 24 hodinách.  
Pre základné antibakteriálne testovanie boli použité modelové bakteriálne kmene Micrococcus luteus, 
Serratia marcescens, ku ktorým bola neskôr do testovania implementovaná aj kultúra Escherichia coli. 
5.4.1 Bujónová mikrodilučná metóda 
Táto metóda, používaná pre účely tejto práce najčastejšie, sa preukázala ako efektívny spôsob 
porovnávania antimikrobiálneho účinku veľkého množstva vzoriek. Mikrotitračná doštička poskytuje 
až 96 využiteľných jamôk a umožňuje tak testovať veľké množstvo rôznych extraktov o rôznych 
koncentráciách naraz. Pre účely tejto práce bola klasická bujónová mikrodilučná metóda, hľadajúca 
minimálnu inhibičnú koncentráciu (viď stať 2.1.2), čiastočne modifikovaná a bol stanovovaný len 
stupeň antimikrobiálneho efeku rôznych čajových extraktov, kombinácií s bylinnými extraktami 
a lipozómov počas stacionárnej fázy bakteriálneho rastu. 
Pomocou tohto testu boli postupne otestované všetky využívané čajové extrakty, vodné bylinné 
extrakty, lipozómové častice a ich kombinácie. Ilustračná fotografia z tohto testovania je na obrázku 23. 
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Obr. 23: Ukážka testovania pomocou mikrotitračných doštičiek 
  
Na obrázku 24 je viditeľný výsledný efekt čajových extraktov na kmeň Serratia marcescens. Červená 
vodorovná čiara predstavuje počiatočnú koncentráciu baktérií, takže antimikrobiálna aktivita sa 
prejavila u vzoriek, ktorých hodnoty siahajú pod túto hranicu. Z grafu je takisto viditeľné, že 
najefektívnejšie voči tejto gramnegatívnej baktérii sa prejavili etanolové a DMSO extrakty s výnimkou 
extraktu zeleného čaju a DMSO extraktu guarany. Bola overovaná aj antimikrobiálna aktivita použitej 
koncentrácie etanolu a DMSO, ktorá bola zohľadnená pri prepočítavaní účinnosti čajových a byliných 
extraktov. 
 
 
Obr. 24:Výsledná efektivita čajových extraktov na SM (1. gunpowder formosa; 2. gunpowder black; 3. 
bílá pivoňka; 4. rooibos červený; 5. rooibos zelený; 6. lapacho; 7. honeybush; 8. guarana) 
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Obr. 25: Výsledná efektivita čajových extraktov na ML (1. gunpowder formosa; 2. gunpowder black; 
3. bílá pivoňka; 4. rooibos červený; 5. rooibos zelený; 6. lapacho; 7. honeybush; 8. guarana) 
 
Na obrázku 25 je viditeľný výsledný efekt čajových extraktov na kmeň Micrococcus luteus. Červená 
vodorovná čiara opäť predstavuje počiatočnú koncentráciu baktérií, takže najvyššia antimikrobiálna 
aktivita opäť odpovedá najnižšej hodnote, umiestnenej pod touto hranicou, čo sú viditeľne 
predovšetkým etanolové extrakty čierneho čaju a guarany. Celkovo sa opäť preukázali ako 
najvhodnejšie extrakty v DMSO rozpúšťadle aj u tohto grampozitívneho bakteriálneho kmeňa. Za 
najmenej účinné sa dajú považovať vodné extrakty, ktoré neprejavili žiadne pôsobenie proti tejto 
baktérii. V predchádzajúcom prípade boli vodné extrakty antimikrobiálne pôsobiace tiež len minimálne. 
 
DMSO extrakty vykazujú v týchto testoch veľmi vysokú antimikrobiálnu aktivitu a tento fakt 
predurčuje DMSO extrakty k ďalšiemu využitiu, napr. v kozmetológii, pri výrobe antibakteriálnych 
krémov, či gélov. Dimetyl sulfoxid je totiž netoxické polárne organické rozpúšťadlo, ktoré sa hojne 
používa ako prenášač určitých liečiv cez pokožku, pretože zvyšuje jej absorpčnú schopnosť. Je pre 
pokožku celkovo menej dráždivý ako etanol. 
 
Cieľom ďalšieho testovania bolo vybrať najvhodnejšiu bylinu, ktorá by mohla svojim efektom 
podporiť antimikrobiálnu aktivitu samotných čajových extraktov. Výsledné hodnoty sú grafický 
znázornené v grafe (viď obrázok 26), kde sa ako vhodným adeptom prejavila najmä pŕhľava s vysokým 
antimikrobiálnym účinkom hlavne na grampozitívny kmeň, a rakytník. 
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Obr. 26: Vplyv testovaných bylín na jednotlivé druhy baktérií (1. klinčekovec; 2. skorocel; 3. rakytník; 
4. škorica; 5. pŕhľava; 6. rumanček) 
 
Prehľadne zhrnuté výsledky všetkých antimikrobiálnych testov jednotlivých extraktov voči 
vybraným bakteriálnym kultúram sú zhrnuté v tabuľke. 9. Farebne sú v nej zvýraznené extrakty, 
dosahujúce najvyššiu antimikrobiálnu účinnosť. V ďalšom veľkom antimikrobiálnom testovaní boli 
stanovované všetky kombinácie vodných extraktov čajov s vodnými extraktmi bylín v pomere 1 : 1, 
a bol sledovaný vplyv týchto zmesných preparátov na nárast, resp. pokles antimikrobiálnej aktivity voči 
jednozložkovým vzorkám. Všetky výsledky sú obdobne zhrnuté v tabuľke 10.  
Tab. 9: Antimikrobiálna účinnosť jednotlivých čajových a bylinných extraktov 
VODNÉ EXTRAKTY SM ML EC DMSO EXTRAKTY SM ML EC 
Gunpowder Formosa + - + Gunpowder Formosa ++ ++ N 
Gunpowder Black + - - Gunpowder Black ++ +++ N 
Bílá pivoňka - - ++ Bílá pivoňka + + N 
Rooibos červený - - - Rooibos červený ++ ++ N 
Rooibos zelený - - - Rooibos zelený ++ ++ N 
Lapacho - - + Lapacho ++ ++ N 
Honeybush + - + Honeybush ++ +++ N 
Guarana - - + Guarana - +++ N 
EtOH EXTRAKTY SM ML EC BYLINNÉ EXTRAKTY SM ML EC 
Gunpowder Formosa - - N Klinčekovec + - - 
Gunpowder Black + ++ N Skorocel - - + 
Bílá pivoňka +++ - N Rakytník ++ - - 
Rooibos červený + - N Škorica N N - 
Rooibos zelený ++ + N Pŕhľava ++ +++ - 
Lapacho + + N Rumanček N N - 
Honeybush ++ ++ N     
Guarana +++ + N     
Koncentrácia buniek v porovnaní s kontrolnou hodnotou: (+++) 0-30%, (++) 30-60%, (+) 60-90%, 
(-) 90-100%, (N) - netestované, (SM) -  S. marcescens, (ML) – M. luteus, (EC) – E. coli 
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Zo zhrňujúcej tabuľky 9 sa dá vyjadriť niekoľko zaujímavých záverov. Zatiaľ čo vodné extrakty boli 
voči grampozitívnej baktérii absolútne neúčinné, prejavili sa proti baktérii E. coli, hlavne vodný extrakt 
bieleho čaju. K najintenzívnejším DMSO extraktom patrí čierny čaj, honeybush a guarana. 
Z etanolových extraktov vyniká extrakt bieleho čaju a guarany.  
 
Tab. 10: Antimikrobiálna účinnosť vodných extraktov čajov skombinovaných s bylinnými extraktami 
KLINČEKOVEC SM ML EC ŠKORICA SM ML EC 
Gunpowder Formosa + - N Gunpowder Formosa - - N 
Gunpowder Black + + + Gunpowder Black - - N 
Bílá pivoňka + - - Bílá pivoňka - - N 
Rooibos červený + + N Rooibos červený - - N 
Rooibos zelený - - N Rooibos zelený - - N 
Lapacho + + ++ Lapacho - - N 
Honeybush - ++ N Honeybush - - N 
Guarana + + - Guarana - - N 
SKOROCEL SM ML EC PŔHĽAVA SM ML EC 
Gunpowder Formosa + + N Gunpowder Formosa - - N 
Gunpowder Black - - N Gunpowder Black + - N 
Bílá pivoňka - - N Bílá pivoňka - - N 
Rooibos červený - - N Rooibos červený - - N 
Rooibos zelený - - N Rooibos zelený - - N 
Lapacho - - N Lapacho -  N 
Honeybush - - N Honeybush - - N 
Guarana - - N Guarana - - N 
RAKYTNÍK SM ML EC RUMANČEK SM ML EC 
Gunpowder Formosa - ++ N Gunpowder Formosa - ++ - 
Gunpowder Black - - N Gunpowder Black - + N 
Bílá pivoňka - + N Bílá pivoňka - - N 
Rooibos červený - + N Rooibos červený - ++ N 
Rooibos zelený - + N Rooibos zelený - - N 
Lapacho - + N Lapacho - - N 
Honeybush - - N Honeybush - - N 
Guarana - - N Guarana - - N 
Koncentrácia buniek v porovnaní s kontrolnou hodnotou: (+++) 0-30%, (++) 30-60%, (+) 60-90%, 
(-) 90-100%, (N) - netestované, (SM) -  S. marcescens, (ML) – M. luteus, (EC) – E. coli 
 
Z výslednej tabuľky 10 vyplýva, že zmesné preparáty, resp. kombinácie bylín s čajmi sa veľmi 
neosvedčili a nezvýšili antimikrobiálnu účinnosť aditívnym efektom. Najväčšia časť testov bola 
vykonávaná na kmeňoch S. marcescens a M. luteus, pričom na S. marcescens nijak výrazne nepôsobil 
žiaden zo vzoriek. Synergický efekt sa prejavil len v prípade M. luteus, kedy antimikrobiálnu aktivitu 
vykazoval klinčekovec s honeybushom, rakytník so zeleným čajom a rumanček so zeleným čajom 
a červeným rooibosom. Za zmienku ešte stojí kombinácia klinčekovca s lapachom, ktorá účinkovala 
voči baktérii E. coli. Každopádne tieto kombinácie nedosiahli očakávaného inhibičného efektu. Keďže 
v mnohých prípadoch došlo skôr k baktérioprotektívnemu účinku, nedá sa vylúčiť fakt, že medzi 
zložkami skombinovaných rastlín došlo k určitej interakcii a znehodnoteniu antimikrobiálne 
pôsobiacich zlúčenín. 
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Testovanie antimikrobiálnej aktivity lipozómových častíc 
Testovaniu voči antimikrobiálnej aktivite boli podrobené i pripravené lipozómy, pričom boli 
porovnávané hodnoty v pripravenej suspenzii a v supernatante a vo vode rozsuspendovanom 
časticovom sedimente po centrifugácii (14 000 otáčok po dobu 2 minút). Antimikrobiálna účinnosť bola 
opäť vyhodnocovaná pomocou prístroju ELISA a ďalšie spracovanie výsledkov bolo analogické  tomu 
predchádzajúcemu. 
 
Obr. 27: Výsledná antimikrobiálna aktivita lipozómov na SM (1. gunpowder formosa; 2. gunpowder 
black; 3. bílá pivoňka; 4. rooibos červený; 5. rooibos zelený; 6. lapacho; 7. honeybush; 8. guarana) 
 
 
Obr. 28: Výsledná antimikrobiálna aktivita lipozómov na ML (1. gunpowder formosa; 2. gunpowder 
black; 3. bílá pivoňka; 4. rooibos červený; 5. rooibos zelený; 6. lapacho; 7. honeybush; 8. guarana) 
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Obr. 29: Výsledná antimikrobiálna aktivita lipozómov na EC (1. gunpowder formosa; 2. gunpowder 
black; 3. bílá pivoňka; 4. rooibos červený; 5. rooibos zelený; 6. lapacho; 7. honeybush; 8. guarana) 
 
Z výsledných grafov (obrázok 27, obrázok 28, obrázok 29) prehľadne vyplýva, že lipozómy sa ako 
enkapsulačné častice, zvyšujúce antimikrobiálnu účinnosť, neosvedčili. Tento fakt bol pravdepodobne 
spôsobený významnou degradáciou z častíc uvoľnených polyfenolov, ako bolo stanovené v kapitole 
5.3.3. Antimikrobiálnu aktivitu v testoch so S. marcescens a M. luteus vykazovali aspoň vo vode 
rozsuspendované lipozómové častice, usadené odstredením.  
V prípade kultúry E. coli dopadli testy viditeľne odlišne, kedy lipozómy vykazovali antimikrobiálnu 
aktivitu v prípade enkapsulovaného lapacha a čiastočne i bieleho čaju. Zvyšné vzorky sa nedajú 
považovať za účinné. 
5.4.2 Skúmavkový test 
U zmesných preparátov, pri ktorých by sa dal predpokladať najvyšší aditívny antimikrobiálny účinok 
bol testovaný ich antimikrobiálny účinok ešte s využitím tzv. skúmavkového testu a pomocou 
prietokovej cytometrie bola stanovená viabilita obsiahnutých buniek. Pri tomto teste je sledovaný 
priebeh pôsobenia antimikrobiálnej substancie hneď od začiatku rastu mikroorganizmu. Výsledné 
hodnoty sa nachádzajú v tabuľke 11. 
 
Tab. 11: Výsledný antimikrobiálny efekt zmiešaných preparátov 
Testovaný preparát 
Živé bunky [%] 
EC ML SM 
1. lapacho + klinčekovec 76,3 141,1 92,2 
2. čierny čaj + klinčekovec 80,3 118,3 84,1 
3. zelený čaj + rumanček 66,4 37,8 35,1 
4. biely čaj + rumanček 81,5 42,6 84,3 
5. guarana + klinčekovec 80,0 64,2 81,3 
(EC) - Escherichia coli; (SM) -  Serratia marcescens; (ML) - Micrococcus luteus, 
 
0%
20%
40%
60%
80%
100%
120%
140%
160%
1 2 3 4 5 6 7 8
Lipozómy v roztoku Supernatant Lipozómy vo vode
44 
 
 
Obr. 30: Výsledné hodnoty antimikrobiálneho prejavu zmiešaných preparátov 
 
Použité kombinácie čajov s bylinami sa v tomto druhu testu ukázali ako účinné. Za povšimnutie stojí 
(viď obrázok 30) najmä kombinácia vodného extraktu zeleného čaju s extraktom z rumančeku, pri 
použití ktorého bol vo všetkých troch testovaných kultúrach najväčší podiel mŕtvych buniek. 
Na baktériu E. coli mali všetky testované kombinácie takmer rovnaký inhibičný účinok, podobne ako 
u S. marcescens, kde sa výraznejšie prejavil len vyššie spomínaný zelený čaj s rumančekom. U M. 
luteus, ako predstaviteľa grampozitívnych baktérií neúčinkovali kombinácie klinčekovca s lapachom 
a čiernym čajom, ale zvyšné kombinácie dopadli pozitívne a podiel živých buniek bol značne znížený. 
  
0
20
40
60
80
100
120
140
160
lapacho +
klinčekovec
čierny čaj +
klinčekovec
zelený čaj +
rumanček
biely čaj +
rumanček
guarana +
klinčekovec
Ž
iv
é 
b
u
n
k
y
 [
%
]
E. coli M. luteus S. marcescens
45 
 
6 ZÁVER 
Predložená bakalárska práca sa zaoberá štúdiom prírodných antimikrobiálnych látok rastlinného 
pôvodu, predovšetkým ich charakteristikou a stanovením ich antimikrobiálneho účinku voči 
mikroorganizmom. Ďalej sa zaoberá samotnou optimalizáciou antimikrobiálnych testov a možnosťami 
zvýšenia účinnosti obsiahnutých aktívnych látok pomocou enkapsulácie. 
Teoretická časť popisuje použité rastlinné druhy, ich významné vlastnosti, ďalej metódy použité pri 
charakterizácii, princípy antimikrobiálnych testov a taktiež predstavuje použité testovacie modelové 
mikroorganizmy. V experimentálnej časti bolo použitých celkom 8 druhov čajov, ktoré boli doplnené 
o 6 druhov liečivých bylín. Aktívne zložky boli extrahované rôznymi rozpúšťadlami (voda, etanol 
a dimethylsulfoxid) a charakterizované. Sledovaný bol obsah celkových polyfenolov a flavonoidov, 
ďalej obsah antioxidačných látok a antimikrobiálna účinnosť proti trom baktérialným kultúram 
(Micrococcus luteus, Serratia marcescens a Escherichia coli). Pre zvýšenie antimikrobiálnej 
a antioxidačnej aktivity bola ďalej sledovaná možnosť enkapsulácie vodných extraktov čajov do 
lipozómových častíc. 
Pri stanovení obsahu polyfenolov a flavonoidov sa potvrdil fakt, že fermentované čaje obsahujú 
menšie množstvo týchto zložiek. Najmarkantnejší rozdiel bol zaznamenaný pri porovnaní čierneho 
a zeleného čaju. Najvyšší obsah polyfenolov bol však stanovený v bielom čaji (102,19 mg/g), najvyšší 
obsah flavonoidov dosiahla guarana (36,74 mg/g). Pri porovnaní vplyvu jednotlivých rozpúšťadiel na 
obsah polyfenolov bola ako najvhodnejšia v porovnaní s etanolom a DMSO, stanovená voda. 
Antioxidačné aktivity čajov boli zrovnateľné, pričom si antioxidačnú aktivitu extrakty zachovali i po 
enkapsulácii do lipozómov. Ako najvhodnejšie však bolo stanovené použitie alkoholového rozpúšťadla. 
Do lipozómov boli enkapsulované iba vodné extrakty. Enkapsulačná účinnosť sa pohybovala 
v rozmedzí 10–40 %, pričom s najvyššou enkapsulačnou účinnosťou sa enkapsuloval čaj lapacho. Nízke 
hodnoty enkapsulačnej účinnosti sú zrejme spôsobené prítomnosťou látok destabilizujúcich lipozómy 
v čajových extraktoch. Pri sledovaní veľkosti pripravených lipozómov boli dosiahnuté hodnoty medzi 
200–430 nm. Ďalej bola sledovaná stabilita častíc. Z hľadiska zeta potenciálu boli všetky pripravené 
lipozómy koloidne stabilné. Z hľadiska dlhodobej stability pri skladovaní vo vodnom prostredí sa však 
prejavila značná nestabilita, a už behom prvého týždňa došlo k výraznému uvoľneniu väčšiny 
enkapsulovaných polyfenolov. Táto skutočnosť tiež môže súvisieť s prítomnosťou destabilizujúcich 
zložiek v extraktoch. 
Stanovenie antimikrobiálnej aktivity bolo prevedené hlavne bujónovou mikrodilučnou metódou. 
U vybraných vzoriek bolo stanovenie koncentrácie a viability buniek prevedené taktiež pomocou 
merania na prietokovom cytometri. 
Zatiaľ čo vodné extrakty boli voči grampozitívnym baktériam neúčinné, prejavil sa účinok proti baktérii 
E. coli, predovšetkým v prípade bieleho čaju. K najintenzívnejším antimikrobiálne pôsobiacim 
preparátom však patrili DMSO extrakty a medzi nimi prevládal najmä čierny čaj, honeybush a guarana. 
Z etanolových extraktov vynikal extrakt bieleho čaju a guarany. Pri testovaní preparátov zložených 
z kombinácie bylín a čajov nebolo zaznamenané zvýšenie antimikrobiálnej aktivity. Synergický efekt 
sa prejavil len u kmeňa M. luteus, kedy antimikrobiálnu aktivitu vykazoval klinčekovec v kombinácii 
s honeybush, rakytník so zeleným čajom a rumanček so zeleným čajom a červeným rooibosom. Za 
zmienku ešte stojí tiež kombinácia klinčekovca a lapacha, ktorá účinkovala voči baktérii E. coli. Pri 
stanovení antimikrobiálnej aktivity kombinovaných čajových preparátov s extraktmi rumančeku 
a klinčekovca pomocou prietokového cytometra boli niektoré vzorky účinné, najmä kombinácia 
zeleného čaju s rumančekom. 
Testované lipozómy taktiež nevykazovali výraznú antimikrobiálnu účinnosť. Tento fakt bol 
pravdepodobne spôsobený významnou degradáciou z častíc uvoľnených polyfenolov. V prípade kultúry 
E. coli však lipozómy vykazovali antimikrobiálnu aktivitu v prípade enkapsulovaného lapacha 
a čiastočne aj bieleho čaju.  
Záverom je možné skonštatovať, že niektoré z vybraných testovaných prírodných antimikrobiálnych 
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látok sú použiteľné pre zaistenie antimikrobiálneho pôsobenia. Všetky čajové extrakty však vynikajú 
predovšetkým svojou antioxidačnou aktivitou, a sú tak použiteľné ako komplexné preparáty v oblasti 
kozmetického a potravinárskeho priemyslu. 
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